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3. 試料導入が nL オーダーで済む、4. 分離の再現性が高い、5. 信頼性の高い定量分析が可







































































































る一本鎖 DNA (ssDNA)の分析では、5％T、1.5％C 架橋ポリアクリルアミドゲルを分離媒体
とし、10 塩基から 450 塩基まで 1 塩基違いの Poly(A)を 100 分で分離できる。理論段数は、
イオン交換法によるHPLC分析では 104であるのに対しキャピラリーゲル電気泳動分析では
107である[7]。また、化学架橋していない 9％直鎖状ポリアクリルアミド溶液を分離媒体と
し、フルオレセインイソチオシアネート(Fluorescein Isothiocyanate : FITC)で標識した
Poly(T)16-500を 320 分以内に 1 塩基の違いで分離できる(Figure 1-2) [8]。また、キャピラリー
ゲル電気泳動とサンガー法を組み合わせて塩基配列を決定する DNA シークエンサーでは、
1 本のキャピラリーに対し 21 塩基から 500 塩基の配列決定を、キャピラリーの洗浄、ゲル
の充填、分離までの一連の操作を含め 60 分で完了する。キャピラリーは 4 - 96 本並列して
処理でき、60 分で最大約 46,080 塩基(480 塩基 x 96 本)配列が決定できる計算となる。 















Figure 1-2 キャピラリーゲル電気泳動による一本鎖 DNA の分離 
分離媒体：9%直鎖状ポリアクリルアミド，泳動液：7 M 尿素を含む 0.1 M トリス-ホウ酸緩衝液
キャピラリ ：ー内径 75 μm，全長 60 cm，有効長 50 cm，電場：200 V/cm，検出：励起波長 488 nm，
蛍光波長 520 nm．ピークの上の数字は塩基数を示す． 
〔T. Manabe, N. Chen, S. Terabe, M. Yohda, I. Isao, Anal. Chem. 1994, 66, 4243-4252.〕 
 
一方、二本鎖 DNA (dsDNA)の分離では、1.0％ヒドロキシエチルセルロース(分子量
1,300,000)を分離媒体とすることで 20 塩基対から 6,000 塩基対が混合した DNA を 45 分で分
離でき、DNA の濃度に比例したピーク強度を与える(Figure 1-3)。さらに、矩形波を印加し
分離を行うパルスフィードキャピラリーゲル電気泳動[9, 10]では、15 分以内に 1,000 塩基対
から 15 万塩基対の長い DNA が 1,000 塩基対の違いで分離できる(Figure 1-4)。 いずれも場
合も、理論段数は 105 - 106と高く 30 分で 15 - 30 本の DNA ピークが観測できる。以上より、
キャピラリーゲル電気泳動は DNA の分離において高い分離能をもつことがわかる。 
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Figure 1-3 キャピラリーゲル電気泳動による二本鎖 DNA の分離 
分離媒体：1%ヒドロキシエチルセルロース(分子量 1,300,000)，泳動液：0.5 x TBE 緩衝液，200 
ng/mL エチジウムブロミド，キャピラリ ：ーポリアクリルアミドコート，内径 75 μm，全長 30 cm，
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Separation Voltage : 















































































Figure 1-4 パルスフィールドキャピラリーゲル電気泳動による二本鎖 DNA の分離 
分離媒体：0.1%ヒドロキシエチルセルロース(分子量 1,300,000)，泳動液：0.5 x TBE 緩衝液，200 
ng/mL エチジウムブロミド，キャピラリ ：ーポリアクリルアミドコート，50 x 50 μm、全長 13 cm，
有効長 8 cm，印加電圧：-50 V/cm average，検出：励起波長 540 nm，蛍光波長 575 nm．ピークの
上の数字は塩基数を示す． 
〔住友慶子，山口佳則 未発表データ〕 





サイクルのすべての中間代謝物を含む 1,692 成分の代謝物質の検出に成功し、150 成分につ
いて代謝物質名が特定された(Figure 1-5) [11, 12]。キャピラリー電気泳動-飛行時間型質量分
析法(CE-TOFMS 法)による代謝産物の分離では、1 回 30 分の分析で 2,400 種類のイオン性代
謝物のピークが得られ[13]、データ解析および既知物質の同定は 4 日で終了する。未知物質












Figure 1-5 CE-MS を利用したメタボローム解析 
(A)CE-MS の概略図，(a)カチオン性化合物分析，(b)アニオン性化合物分析，（c）核酸と CoA
の分析，(B)枯草菌のカチオン性代謝産物の分析結果，mass range 101 - 150 m/z 









マイクロアレイ分析では、1 アレイにつき数千から数万の DNA を基盤上に配置し、蛍光
標識した検体をハイブリダイゼーションさせることで特定の遺伝子の有無を網羅的に検出
可能である(Figure 1-6)。基盤に RNA から得られた cDNA を配置することで RNA の発現の
有無および RNA の発現プロファイルを作成できる。作成された発現プロファイルの比較解
析より発現変動を知ることができる。分析は、サンプルの抽出、標識化、ハイブリダイゼ























分析による同定も可能である。2D-DIGE 法による分析では、24 x 36 cm のポリアクリルアミ
ドゲル 1 枚で 6,000 スポット検出でき、うち 2,500 遺伝子が同定できる。1 検体あたり泳動
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Figure 1-7 ゲル間の電気泳動のばらつきを補正するための工夫：2D-DIGE 法 







化処理したペプチド混合物を LC で分離しながらオンラインで MS に導入し、生じた断片イ
オンの質量セットからタンパク質の同定、修飾サイトを決定する。ペプチドのアミノ酸配
列情報よりタンパク質を同定できるので、結果の信頼性が高い。分析時間 60 分にデータ解
析を含め 1 日で、試料中に含まれる 120 種類のタンパク質が自動的に同定される。一度に
分析できるタンパク数を増やすため、イオン交換 LC と逆相 LC を連結した複合型 LC シス
テム(2DLC)も開発されている[20, 21]。2DLC と高性能タンデム質量分析(MS)を組み合わせ
た分析では、分析時間 16 時間、解析時間一日で試料中に含まれる 1,000 種類のタンパク質
の同定に成功している。 
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1.4. キャピラリーゲル電気泳動による RNA、タンパク質分析 
定量的発現プロファイルの作成に適しているキャピラリー電気泳動だが、発現の定量分
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ξμ Q=   (1-1) 
 μ; 分子の移動度、ξ; 試料の立体的な大きさ、Q; 電荷の数 
 
DNA は 11 塩基対で二重らせん構造の 1 回転に値し、1 ピッチ 3.63 nm、リン酸基距離は 0.6 
nm である。100 塩基からなる核酸の全長を見積もると、dsDNA が 33 nm、ssDNA と RNA
が 60 nm である。dsDNA は ssDNA、RNA と比較し立体的に小さく、2 重らせん構造である
ためリン酸基由来の負電荷を 2 倍持つ。よって dsDNA は ssDNA や RNA より早く泳動され
る。ssDNA と RNA は化学組成として塩基が 1 種類異なることと、糖がデオキシリボースと
リボースの違いがあるが立体構造の差はほとんどなく、塩基数に対する電荷の数も等しい。
それにもかかわらず、やはり泳動挙動は異なる。泳動挙動の違いは、DNA と RNA の物理
的性質の違いに起因していると考えられる。dsDNA は剛直な高分子であり、変性した ssDNA











































































































































































Figure 1-8 キャピラリーゲル電気泳動による核酸の分離 
分離媒体：0.5%ヒドロキシエチルセルロース(分子量 438,000)，泳動液：1 x TBE 緩衝液(ssDNA，
RNA 分析には 4 M 尿素を添加)，キャピラリー：内径 50 μm，全長 22 cm，有効長 15 cm，印加
電圧：350 V/cm，検出：紫外部吸収(260 nm)．ピークの上の数字は塩基数を示す． 
〔T. I. Todorov, M. D. Morris, Electrophoresis 2002, 23, 1033-1044.〕 
 
次に、dsDNA とたんぱく質の分離を比較する(Figure 1-9)。分離可能な分子量の差に注目
すると、dsDNA は 1 塩基対の分子量を 600 Da として換算すると分子量 12,000 - 360,000(20 – 
600 bp)の範囲で分離能 12,000 (20 bp)の違いで分離できる。一方、タンパク質は分子量の比
較的小さい領域では、分子量 14,300 のリゾチームと分子量 20,100 のトリプシンインヒビタ
ーを分離できる(分子量の差 5,800)。しかし、タンパク質の分子量が大きくなるにつれ分離
能は低下し、分子量 66,400 のウシ血清アルブミンと分子量 97,200 のフォスフォリラーゼ b
の分離が限界である(分子量の差 30,800)。分析対象物質を網羅的に分析する能力を示す分析
化学的パラメーターの一つである理論段数を比較すると、DNA の分析では平均理論段数 105














































































































































































Figure 1-9 キャピラリーゲル電気泳動による二本鎖 DNA と SDS-タンパク質の分離 
分離媒体：1.0%ヒドロキシエチルセルロース(分子量 1,300,000)，キャピラリー：内径 75 μm，全
長 30 cm，有効長 20 cm，印加電圧 100 V/cm，タンパク質検出：励起波長 488 nm，蛍光波長 520 
nm，DNA 検出：励起波長 488 nm，蛍光波長 612 nm，試料：タンパク質は 2％SDS により変性
処理し、泳動液にも 0.1％の SDS を加えた．ピーク： DNA はピークの上の数字が塩基数，タン
パク質(1)リゾチーム(分子量 14,300)，(2)トリプシンインヒビター(分子量 20,100)，(3)カーボニッ
クアンヒドラーゼ(分子量 29,000)，(4)卵白アルブミン(分子量 45,000)，(5)ウシ血清アルブミン(分

























について研究した。Figure 1-10 に網羅的解析にいたるまでの基本構想を示す。 
各章では、 
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Figure 1-10 キャピラリーゲル電気泳動による網羅的解析へのアプローチ 
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らは蛍光寿命数 nsec の多種類の有機蛍光色素を利用し、時間分解 DNA シークエンスおよび
時間分解 DNA マイクロアレイキャピラリー電気泳動に成功した[5, 6]。この方法は、オンラ
イン蛍光寿命測定から得られる蛍光減衰曲線から蛍光寿命を算出する。蛍光寿命が色素に
固有の値であることを利用し、時間軸に沿って含まれる蛍光色素を同定する。従って、使

















DELFIA システム(Dissociation-Enhanced Lanthanide Fluorescence Immunoassay : DELFIA)[16]、





EALL 法 (Enzyme-Amplified Lanthanide Luminescence : EALL)[17]、時間分解 FRET 法
(Fluorescence Resonance Energy Transfer : FRET)[12]などがあり、いずれの方法もタンパク質
の検出に利用されている。しかし、希土類イオンに強く配位するエチレンジアミン四酢酸






DTBTA-Eu3+はユウロピウムイオンとの会合定数が 1025 M-1 と大きく、熱に安定で、EDTA
を含む緩衝液およびリン酸緩衝液や、高電圧印加(500 V/cm)により消光しない[18]。しかし、













ra(p)-DTBTA) (Figure 2-1)を合成し、DNA への直接標識に成功した。DNA への直接標識では、
DNA と Eu3+-p-DTBTA を共有結合的に標識するため、ジメチルスルホキシド(Dimethyl 

































時間分解キャピラリー電気泳動装置のシステムの概要図を Figure 2-2 に示す。高電圧装置
は、0 - 25 kV DC power supply (HSR-25P、松定プレシジョン株式会社)を使用し、電極は白金
電極によりキャピラリーの両端に電圧を印加した。励起光源は 15 W Xenon flash lamp(浜松
ホトニクス株式会社)を使用し、周波数 500 Hz でパルス発光させた。Xenon flash lamp から
発光された光は 350 nm の band pass filter を通過後 1 μW/cm2 の強度でキャピラリーに照射さ
れ、キャピラリー内部を流れる希土類蛍光標識剤を励起する。希土類蛍光標識剤で標識さ
れた生体物質からの発光は、励起から 100 μsec の遅延ののち、100 - 1800 μsec の時間におけ
る蛍光を積分して 615 nm のバンドバスフィルターを通し、光子計数光電子増倍管(Photon 
Counting Photomultiplier Tube : PMT)で検出した。 

















30 nsec detection period
Xenon lamp
PMTCapillary cell  
 
Figure 2-2 時間分解キャピラリー電気泳動装置 
 
 
2.2.2. Eu3+-p-DTBTA の合成と蛍光特性 
ジクロロトリアジル基をパラ位に持つ希土類蛍光錯体 Eu3+-p-DTBTA の合成は、Figure 2-3
に示す合成経路でおこなった。合成方法の詳細は、別頁付録に示す。合成した Eu3+-p-DTBTA
を 10 mM Tris-HCl 緩衝液 pH 8.0 に溶解し、濃度 1.25 x 10-4 M に調整後、V-550 
spectrophotometer (Jasco, Tokyo, Japan)により吸収スペクトルを測定した。励起スペクトルお
よび蛍光スペクトルは 10 mM Tris-HCl 緩衝液 pH 8.0 に溶解し濃度を 1.0 x 10-6 M として
FP-6500 spectrofluorometer (Jasco, Tokyo, Japan)により測定した。Eu3+-p-DTBTA の蛍光寿命は、
時間相関単一光子計測法を利用した蛍光寿命測定装置 Horiba Jobin Yvon Fluorocube (Horiba, 
Tokyo, Japan)により測定し、蛍光量子収率は絶対 PL 量子収率測定装置 C9920-02 (Hamamatsu 
Photonics, Hamamatsu, Japan)による絶対発光量子収率測定法で求めた。 

































































































































Figure 2-3 Eu3+-p-DTBTA の合成 
 







(分子量 18,300)、トリプシンインヒビター(分子量 20,100)、トリプシノーゲン(分子量 24,000)、
カーボニックアンヒドラーゼ(分子量 29,000)、卵白アルブミン(分子量 45,000)、ウシ血清ア
ルブミン(分子量 66,000)、ミオシン(分子量 205,000)を Sigma (St Louis, MO, USA)から購入し、
100 mM 炭酸緩衝液 pH 9.1 に溶解しそれぞれ 0.2% (w/v)に調整した。合成した Eu3+-p-DTBTA
は 100 mM 炭酸緩衝液 pH 9.1 に溶解し 0.1% (w/v)に調整した。0.2% (w/v)タンパク質 50 μL、
0.1% (w/v) Eu3+-p-DTBTA 50 μL (タンパク質 : Eu3+-p-DTBTA = 2 : 1(w/w))を混合し室温で 3
時間緩やかに攪拌した。標識化後、100 mM Tris-HCl pH 7.5 150 mM NaCl 緩衝液で平衡化し
た Sephadex G-25 Medium(GE Healthcare Bio-Science Corp., Piscataway, NJ, USA)で未反応の
Eu3+-p-DTBTA を取り除き、Eu3+-p-DTBTA 標識タンパク質 8 種類を得た。 
 
2.2.4. DNA の標識 
標識する DNA は、以下に示す配列の合成オリゴヌクレオチドを Sigma Genosis (Sapporo, 
Japan)から購入した。 
5’-C6 aminolinker-TGGATGGTCAGCGCACTCTTGCCCACACCGCCGGCGCCCACCACCAC
CAGCTTATATTCCGTC-3’ (63-mer)  
5’末端に C6 アミノリンカーを有する一本鎖 DNA (ssDNA)水溶液(100 μM) 8 μL、DMSO に
溶解した 2 mM Eu3+-p-DTBTA 8 μL、500 mM 炭酸緩衝液 pH 9.1 4 μL を混合し(DMSO : 
炭酸緩衝液 = 2 : 3 (v/v))室温で一昼夜攪拌し、ssDNA の 5’末端のアミノ基に Eu3+-p-DTBT
A が共有結合した Eu3+-p-DTBTA 標識 ssDNA を得た。標識化後、過剰量の Eu3+-p-DTBTA を
取り除くため、80 pmol の ssDNA を含む反応溶液 2 μL を Microcon YM-10 (Millipore, Bill
erica, MA, USA)で精製し、未反応の Eu3+-p-DTBTA の有無を時間分解キャピラリーゲル電
気泳動によって確認した。 
Eu3+-p-DTBTA の粒子径は、動的光散乱(Dynamic Light Scattering : DLS)により算出した。
動的光散乱は、Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments Ltd., Worcestershire, England, UK)により
測定温度 25 ºC で測定した。測定試料は 100 mM 炭酸緩衝液 pH 9.1 に溶解した濃度 0.8 mM、
0.2 mM、0.08 mM の Eu3+-p-DTBTA 溶液と、100 mM 炭酸緩衝液 pH 9.1 と DMSO の混合溶
媒(DMSO : 炭酸緩衝液 = 2 : 3 (v/v))に溶解した 0.8 mM Eu3+-p-DTBTA 溶液とし、測定前に
細孔サイズ 0.2 μm のフィルター(Millipore, Billerica, MA, USA)でろ過した。DLS 解析に用い
た溶媒の屈折率は ABBE Refractmeter DR-A1 (ATAGO Co., Ltd., Itabashi-ku, Tokyo, Japan)によ
り測定し、粘度測定には VILASTIC V-E type viscoelastimeter system (Vilastic Scientific, Inc., 








Eu3+-p-DTBTA で標識化した 8 種類のタンパク質を各 10 μL (計 100 μL)、仔牛胎児血清 50 
μL、350 mM 1,4-ジチオスレイトール(1,4-Dithiothreitol : DTT)を含む Laemmli sample buffer 
(Bio-Rad, Hercules, CA, USA)150 μL 混合し 95 °C で 5 min 加熱変性し調整した。時間分解蛍
光測定は励起波長 350 nm、検出波長 615 nm、励起パルス間隔 2 msec、遅延時間 100 μsec、
積算時間 1.8 msec の条件で行った。全長 40 cm、有効長 20 cm、内径 75 μm の溶融石英ガラ
スキャピラリーを使用した。電気浸透流の発生を抑えるためポリアクリルアミドにより内
壁処理を施した。10 x Tris/glycine/SDS 緩衝液 pH 8.3 (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)を 10 倍に
希釈し、泳動液 1 x Tris/glycine/SDS 緩衝液(25 mM Tris, 192 mM glycine, 0.1%SDS, pH 8.3)を
調整した。分子量 90,000 のヒドロキシエチルセルロース(HEC) (Sigma, St Louis, MO, USA)
を泳動液(1 x Tris/glycine/SDS 緩衝液)に加え一日攪拌して完全に溶解し、分離媒体である
7.5% (w/w) HEC 溶液を調整した。調整した HEC 溶液は、シリンジを用いてキャピラリーに








ーブ ssDNA1 を取り除く洗浄操作がない。よって、プローブ ssDNA1 が過剰な場合、電気泳
動図には dsDNA のピークとプローブ ssDNA1 のピークが同時に観測され、プローブ ssDNA1
が少ない場合 dsDNA のピークのみ観測される。相補的配列が存在しない場合は、ハイブリ
ダイゼーション産物である dsDNA のピークは観測されず、プローブ ssDNA1 のピークのみ
が観測される(Figure 2-4)。各 ssDNA の配列は以下のとおりであり、プローブ ssDNA1 の相
補鎖 DNA2 と非相補鎖 DNA3 は、Sigma Genosis (Sapporo, Japan)から購入した。 
5’- Eu3+-p-DTBTA-C6 aminolinker-TGGATGGTCAGCGCACTCTTGCCCACACCGCCGGCGC
CCACCACCACCAGCTTATATTCCGTC-3’ (63-mer) (プローブ ssDNA1) 
5’-GACGGAATATAAGCTGGTGGTGGTGGGCGCCGGCGGTGTGGGCAAGAGTGCGCTGAC
CATCCA-3’ (63-mer) (DNA2) 
5’-CTAGTAATTCGATAAGCAGGTATAATGCATCAGATAACTTAGATTAATCTATCCTCTGAA
ATA-3’ (63-mer) (DNA3) 
試料調整や泳動液には 1 M Tris-HCl 緩衝液 pH 8.0、1 M Tris-HCl 緩衝液 pH 7.5 と 10 x Tris 
borate EDTA(TBE)緩衝液 pH 8.3(Bio-Rad, Hercules, CA, USA)を希釈し使用した。プローブ
DNA1 と相補的配列の ssDNA2、非相補的配列の ssDNA3 を 10 mM Tris-HCl 緩衝液 pH 8.0
に溶解し、それぞれ 10 μM に調整した。1.0 μL の Eu3+-p-DTBTA を標識したプローブ ssDNA1





と 2.66 μL の 10 mM Tris-HCl 緩衝液 pH 8.0 を混合し、相補鎖 ssDNA2(10 μM, 1.34 μL)、非相
補鎖 ssDNA3(10 μM, 1.34 μL)、ブランクとして超純水(1.34 μL)をそれぞれ加え、全量 5 μL に
した 3 種類の DNA 溶液を準備した。これらの DNA 溶液を 95 °C 10 min、55 °C 15 min 加熱
処理し、時間分解キャピラリーゲル電気泳動分析を行った。仔牛胎児血清中での分析サン





























Figure 2-4 時間分解キャピラリーハイブリダイゼーションアッセイ原理 
 
 
時間分解蛍光測定は、励起波長 350 nm、検出波長 615 nm、励起パルス間隔 2 msec、遅延
時間 100 μsec、積算時間 1.8 msec の条件で行った。全長 35 cm、有効長 20 cm、内径 75 μm
の溶融石英ガラスキャピラリーを使用した。電気浸透流の発生を抑えるためポリアクリル
アミドによって内壁処理を施した。時間分解キャピラリーゲル電気泳動の分離媒体である
1.5% (w/v) HEC(分子量 250,000)は、HEC(Sigma, St Louis, MO, USA)を 500 ng/mL エチジウム
ブロミドを含む 0.5 x TBE 緩衝液(44.5 mM Tris borate, 1 mM EDTA, pH 8.3)に加え一日攪拌し
て完全に溶解させ調整し、シリンジでキャピラリーに充填した。サンプルは 3,500 V で 10
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2.2.7. Eu3+-p-DTBTA 標識 DNA による一塩基多型検出 
ポリメラーゼ連鎖反応(Polymerase Chain Reaction : PCR)によって c-Ha-ras 遺伝子の
codon12 にミスセンス変異を持つ 7 種類のターゲット DNA を作製した(Table 2-1)。
5’-GACGGAATATAAGCTGGTGG-3’ (forward)と 5’-TGGATGGTCAGCGCACTCTT-3’ (reverse)
をプライマーとし、c-Ha-ras gene codon12 template set (Takara Bio Inc., Otsu, Japan)により PCR
反応を行った。PCR 反応溶液は、1 mM 塩化マグネシウム、4 種類のデオキシヌクレオシド
三リン酸各 0.2 mM、1.0 U KOD-plus- DNA ポリメラーゼ(TOYOBO, Tokyo, Japan)、プライマ
ー各 0.5 μM、増幅対象 DNA 1 ng を混合し全量 50 μL とした。この反応溶液を、94 °C 2 min
加熱後、94 °C 15 sec、68 °C 1 min を 40 サイクル行い、 最後 68 °C 1 min おいた。PCR 反応
物は Microcon YM-10 (Millipore, Billerica, MA, USA)で精製し、紫外可視吸収スペクトル(Nano 
Drop)を用いて濃度を決定した。得られた PCR 産物 13.4 pmol をそれぞれ Eu3+-p-DTBTA で
標識したプローブ ssDNA1(1 μL)、100 mM Tris-HCl 緩衝液 pH 8.0(2.63 μL)と混合し全量 6 μL




Table 2-1 一塩基多型検出ターゲット DNA 配列 
 
Sequence of target DNA (total 63 mer) 
 
 
Encoded amino acid 
d (GTC GGC GCC GGC CCT GTG GG) Gly (Wild type) 
d (GTC GGC GCC CGC CCT GTG GG) Arg 
d (GTC GGC GCC AGC CCT GTG GG) Ser 
d (GTC GGC GCC TGC CCT GTG GG) Cys 
d (GTC GGC GCC GAC CCT GTG GG) Asp 
d (GTC GGC GCC GCC CCT GTG GG) Ala 




2.3.1. Eu3+-p-DTBTA の合成 













的とする Eu3+-p-DTBTA のみを選択的に合成した。ユウロピウムイオンの配位子 9 まで全収
率 1.32%で合成し、中間生成物質は１H NMR により同定した。配位子 9 は収率 93.8％でユウ
ロピウム錯体 10 を形成し、錯体 10 にジクロロトリアジル基を反応させ 11(Eu3+-p-DTBTA)
を得た(収率64.0％)。化合物10、11はESI-MSにより同定し、分子イオンピークとして[M+Na+]
を検出し、同位体分布も計算値に一致した。合成した Eu3+-p-DTBTA の HPLC 分析では 20.5 
min に Eu3+-p-DTBTA に由来するピークのみを検出し、DTBTA-Eu3+で観測された 22.4 min
と 23.3 min 構造異性体のピークおよび BTTA-Eu3+に由来する 28.7 min のピークは観測され
なかった(Figure 2-5)。これにより、Eu3+-p-DTBTA が単一の構造であることを確認した。 











































































Figure 2-5 Eu3+-p-DTBTA および DTBTA-Eu3+の HPLC 分析 
カラム：XTerra MS C18 4.6 x 50 mm (Waters, USA)，溶離液：1.トリエチルアミン酢酸 pH 7.0，2.
アセトニトリル，グラジエント 95% (0 - 2 min)，95%→55% (2 - 40 min)，流速：0.6 mL/min，カ
ラム温度：40 °C，検出：励起波長 340 nm，蛍光波長 615 nm． 
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2.3.2. Eu3+-p-DTBTA の蛍光特性 
合成した Eu3+-p-DTBTA の吸収、励起、蛍光スペクトル測定した(Figure 2-6)。335 nm にお
けるモル吸光係数は 1.6 x 104 cm-1M-1で、励起極大、蛍光極大はそれぞれ 335 nm と 615 nm
であった。吸収スペクトルと励起スペクトルは良い一致を示し、ユウロピウムイオン 4f - 4f
遷移に由来する蛍光スペクトルが観測された。従って、Eu3+-p-DTBTA は、配位子が紫外光
を吸収し、配位子の一重項励起状態からから系間交差を経て三重項状態へとエネルギー移
動し、さらにユウロピウムイオンの励起状態へエネルギー移動が起こる Absorption Energy 
Transfer Emission Process により発光しているといえる。 
Wavelength (nm)




























[Eu3+-p-DTBTA] =1.25 x 10-4 M
励起スペクトル
λex = 335 nm 
蛍光スペクトル
λem = 615 nm
[Eu3+-p-DTBTA] =1.25 x 10-５ M
 
 
Figure 2-6 Eu3+-p-DTBTA 吸収スペクトル(A)，励起・蛍光スペクトル(B) 
(A)[Eu3+-p-DTBTA] = 1.25 x 10-4 M 溶媒：10 mM Tris-HCl 緩衝液 pH 8.0，(B)[Eu3+-p-DTBTA] = 1.25 
x 10-5 M 溶媒：10 mM Tris-HCl 緩衝液 pH 8.0，励起極大 335 nm，蛍光極大 615 nm． 







定法により測定した(Figure 2-7、Table 2-2)。Cy3-UTP と血清、ライゼートの減衰曲線は重な
っており、Cy3-UTP は 25 nsec、血清、ライゼートは 30 nsec で蛍光が観測できなくなる。そ
れに対し、Eu3+-p-DTBTA 蛍光は、Cy3-UTP、血清、ライゼートの蛍光が観測されなくなっ
た後も発光し、励起してから 5 msec まで蛍光が観測される(Figure 2-7)。得られた減衰曲線
から蛍光寿命を計算すると(Table 2-2)、有機蛍光色素の蛍光寿命は平均 0.32 - 4.0 nsec、血清、
ライゼートの平均蛍光寿命は 3.8 - 5.0 nsec であるのに対し、Eu3+-p-DTBTA の蛍光寿命は 1.2 
msec であり、有機蛍光色素の 105 倍蛍光寿命が長かった。これより、マイクロ秒オーダー
の遅延時間をとることで、血清、ライゼートに含まれる蛍光物質からの蛍光を取り除き、
目的とする Eu3+-p-DTBTA の蛍光を観測できることがわかった。蛍光量子収率は絶対発光量










































Figure 2-7 蛍光減衰曲線 
測定機器：HORIBA JOBIN YVON 製，蛍光寿命測定装置：FluoroCube，測定原理：時間相関単一
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*10 mM Trsi-HCl緩衝液 pH 8.0  
 












*10 mM Trsi-HCl緩衝液 pH8.0
335 1.6x104 615 0.099 1.2
 
2.3.3. タンパク質、核酸への標識化反応 
Eu3+-p-DTBTA のジクロロトリアジル基と一級アミンの反応を利用し、タンパク質の N 末
端およびリシンの側鎖である 4-アミノブチル基、5’末端に C6 アミノリンカーを有する DNA
と共有結合により Eu3+-p-DTBTA の標識を試みた。タンパク質および DNA を pH 9.1 の炭酸
緩衝液中で Eu3+-p-DTBTA と反応させたところ、タンパク質は高収率で Eu3+-p-DTBTA 標識
化タンパク質が得られた。しかし、DNA は全く反応が進行せず未反応の Eu3+-p-DTBTA が


















識反応の溶媒である炭酸緩衝液に溶解した 0.8 mM Eu3+-p-DTBTA 溶液の DLS 測定を行った
ところ、粒子径 243 nm にピークが観測された(Figure 2-8A)。次に、Eu3+-p-DTBTA の濃度を
0.8 mM から 0.08 mM まで変化させ、DLS 測定を行ったところ、Eu3+-p-DTBTA の濃度の減
少に伴い、緩和時間 1000 μsec に観測された粒子径 243 nm に由来する緩和過程が観測され
なくなった(Figure 2-8B)。粒子径 243 nm の分子の形成が濃度に依存していることから、炭
酸緩衝液中で Eu3+-p-DTBTA は粒子径 243 nm の凝集体を形成していることが示唆された。
さらに、炭酸緩衝液とジメチルスルホキシド(DMSO)の混合溶媒中 DLS 測定を行うと、緩和
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0.08 mM 100 mM 炭酸緩衝液pH 9.1
100 mM 炭酸緩衝液pH9.1












Figure 2-8 Eu3+-p-DTBTA の動的光散乱測定 
(A)[Eu3+-p-DTBTA] = 0.8 mM，溶媒：100ｍM 炭酸緩衝液 pH9.1 (B)溶媒：100 mM 炭酸緩衝液 pH 
9.1，(C)[Eu3+-p-DTBTA] = 0.8 mM． 






しないと標識できない DNA では反応が進行しなかったと考えられる。DLS の結果より、
DMSO と炭酸緩衝液 2 : 3 (v/v)の混合溶媒中では Eu3+-p-DTBTA は凝集体を形成しないこと
がわかる(Figure 2-8C)。そこで、DMSO と炭酸緩衝液 2 : 3 (v/v)の混合溶媒中で DNA の標識
反応を行い、Eu3+-p-DTBTA を DNA に標識することに成功した。Eu3+-p-DTBTA 標識 DNA
の生成は、時間分解キャピラリー電気泳動により確認した(Figure 2-9)。泳動時間 15 分のピ




た Eu3+-p-DTBTA 標識タンパク質と、炭酸緩衝液 2 : 3(v/v)の混合溶媒中で Eu3+-p-DTBTA と
反応させて得られた Eu3+-p-DTBTA 標識 DNA を利用した。 















Figure 2-9 Eu3+-p-DTBTA 標識 DNA の時間分解キャピラリーゲル電気泳動 
分離媒体：1.5％ヒドロキシエチルセルロース(分子量 250,000)，泳動液：0.5 x TBE 緩衝液 pH8.3，
4 M 尿素，500 ng/mL エチジウムブロミド，キャピラリー：ポリアクリルアミドコート，全長 35 
cm，有効長 20 cm，内径 75 μm，試料導入： 3,500 V (10 sec)，電場：100 V/cm，検出：励起波長




実際の生体試料を測定するため、仔牛胎児血清を SDS で処理し、遅延時間 0 μsec と 100 
μsec の条件で電気泳動を行った(Figure 2-10)。時間分解測定させない場合、30 分から 45 分





にかけて 350 nm 励起 615 nm 検出にもかかわらず血清からの蛍光が観測された。一方、遅
延時間 100 μsec の時間分解測定を行うと、血清からの蛍光は観測されなかった。よって、
マイクロ秒オーダーの時間分解キャピラリー電気泳動は、血清からの蛍光の影響を受ける
ことなく分析できることが示された。 
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Figure 2-10 時間分解検出によるバックグラウンド回避 
分離媒体：5％ヒドロキシエチルセルロース(分子量 90,000)，泳動液：1 x Tris/glycine/SDS 緩衝液
pH 8.3，キャピラリー：ポリアクリルアミドコート，全長 40 cm，有効長 20 cm，内径 75 μm，試
料導入： 2,000 V (30 sec)，電場：100 V/cm，検出：励起波長 350 nm，蛍光波長 615 nm，遅延時
間 100 μsec，積算時間 1.8 msec，試料溶液：350 mM DTT，0.2%SDS 溶液により 95°C，5 min 変
性処理した仔牛胎児血清． 
 
8 種類のタンパク質、リゾチーム(分子量 14,200)、β-ラクトグロブリン(分子量 18,300)、ト
リプシンインヒビター(分子量 20,100)、トリプシノーゲン(分子量 24,000)、カーボニックア
ンヒドラーゼ(分子量 29,000)、卵白アルブミン(分子量 45,000)、ウシ血清アルブミン(分子量
66,000)、ミオシン(分子量 205,000)を Eu3+-p-DTBTA で標識し、時間分解キャピラリー電気泳
動により分離した。標識したタンパク質に仔牛胎児血清を混合し SDS により変性後、遅延
時間 100 μsec の時間分解キャピラリー電気泳動を行ったところ、血清からのバックグラウ
ンド蛍光の影響を受けずに 8 種類のタンパク質を分離、検出できた(Figure 2-11A)。タンパ
ク質の分子量を横軸に、移動度を縦軸にして表すと分子量 18,300 から 66,000 までの範囲で
良い直線性が得られ、Eu3+-p-DTBTA を標識化したタンパク質は分子量の違いにより分離さ
れることが示された(Figure 2-11B)。しかし、ピークはブロードであり、ベースライン分離に
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Figure 2-11  SDS-時間分解キャピラリー電気泳動による血清中における 
Eu3+-p-DTBTA 標識タンパク質の分離 
分離媒体：7.5％ヒドロキシエチルセルロース(分子量 90,000)，泳動液：1 x Tris/glycine/SDS 緩衝
液 pH 8.3，キャピラリー：ポリアクリルアミドコート，全長 40 cm，有効長 20 cm，内径 75 μm，
試料導入： 2,000 V (10 sec)，電場：100 V/cm，検出：励起波長 350 nm，蛍光波長 615 nm，遅延
時間 100 μsec，積算時間 1.8 msec，試料溶液：350 mM DTT，0.2%SDS 溶液により 95°C，5 min
変性したタンパク質溶液． 








2-12)。遅延時間 100 μsec で検出を行った。プローブ ssDNA1 と相補的な配列を持つ ssDNA2
が存在するときのみ、泳動時間 11 min の ssDNA1 のピークが消え 12.5 min に新たなピーク
が現れた(Figure 2-12(a))。非相補鎖である ssDNA3とプローブ ssDNA1の混合溶液では 11 min
に、プローブ ssDNA1 と同じピークを与えた(Figure 2-12(b), (c))。さらに、ssDNA2 の量を
1.7 - 12.4 pmol まで変化させ、ハイブリダイゼーションアッセイを行うと、ssDNA2 の濃度
増加に伴い 11 min に観測されたプローブ ssDNA1 のピークが減少し、12.5 min に現れた新
しいピークが大きくなった(Figure 2-13A)。それに対し、ssDNA3 量を 1.7 - 12.4 pmol まで変
化させても、11 min の蛍光強度に変化はなく、12.5 min に新しいピークも現れなかった
(Figure 2-13B)。以上の結果より、12.5 min に現れたピークが、ハイブリダイゼーション産物
である dsDNA 由来のピークであることがわかる。dsDNA のピークは、プローブ ssDNA1 と
相補的配列を持つ ssDNA2 が存在するときのみ観測さることから、Eu3+-p-DTBTA で標識し
たプローブ ssDNA1 により相補的配列の検出できることを確認した。Figure 2-13B において
11 min のプローブ ssDNA1 に由来するピークの蛍光強度の誤差が大きいのは、変性剤を加え
ないため高次構造を形成する ssDNA が存在し、その割合が変化するためだと考えている。 




















Figure 2-12 Eu3+-p-DTBTA 標識 DNA による 
時間分解キャピラリーハイブリダイゼーションアッセイ 
分離媒体：1.5％ヒドロキシエチルセルロース(分子量 250,000)，泳動液：0.5 x TBE 緩衝液 pH 8.3，
キャピラリー：ポリアクリルアミドコート，全長 35 cm，有効長 20 cm，内径 75 μm，試料導入： 
3,000 V (10 sec)，電場：100 V/cm，検出：励起波長 350 nm，蛍光波長 615 nm，遅延時間 100 μsec，
積算時間 1.8 msec．  
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Figure 2-13 DNA 量の変化に対するプローブ ssDNA(1)と dsDNA の蛍光強度変化 
 
Eu3+-p-DTBTA 標識したプローブ ssDNA1 により時間分解キャピラリーハイブリダイゼー
ションアッセイに成功したので、次に仔牛胎児血清中で同様の実験を行った(Figure 2-14)。
血清中においても、夾雑物由来のバックグラウンド蛍光に妨害されることなくDNAのピー
クを検出した。血清を加えていない結果(Figure 2-12)と同様に、プローブ ssDNA1 の相補鎖
である ssDNA2 が存在するときのみ、dsDNA のピークを検出できた。血清を加えていない
結果と比較すると血清中の分析では、プローブ ssDNA1 の蛍光強度が弱い。これは、ssDNA































Figure 2-14 血清中における時間分解キャピラリーハイブリダイゼーションアッセイ 
分離媒体：1.5％ヒドロキシエチルセルロース(分子量 250,000)，泳動液：0.5 x TBE 緩衝液 pH 8.3，
キャピラリー：ポリアクリルアミドコート，全長 35 cm，有効長 20 cm，内径 75 μm，試料導入： 
3,000 V (10 sec)，電場：100 V/cm，検出：励起波長 350 nm，蛍光波長 615 nm，遅延時間 100 μsec，
積算時間 1.8 msec．  
 
時間分解ハイブリダイゼーションアッセイにより、Eu3+-p-DTBTA 標識 ssDNA1 をプロー
ブとした c-Ha-ras 遺伝子 codon12 の一塩基多型検出を試みた。c-Ha-ras 遺伝子はヒト 11 番
染色体上に存在する ras 遺伝子ファミリーの一つであり、口腔がんの原因遺伝子である。
c-Ha-ras 遺伝子 codon12 の野生型 DNA とミスセンス変異を持つ DNA 7 種類をターゲット
DNA とした(Table 2-1)。ターゲット DNA と Eu3+-p-DTBTA 標識 ssDNA1 の時間分解キャピ
ラリーハイブリダイゼーションアッセイの結果を Figure 2-15 に示す。すべてのターゲット
DNAにおいてプローブ ssDNA1とハイブリダイゼーション産物である dsDNAに由来するピ
ークが観測された。これは、プローブ ssDNA1 の非特異的吸着が抑制できないためだと考え
られる。そこで、キャピラリー電気泳動の利点である定量性を活かし、式 2-1 に従い ssDNA
と dsDNA のピークの高さより、定量的にハイブリダイゼーション効率を計算したところ、








−=   (2-1) 
BG; バックグラウンド蛍光、Heightds; dsDNA の蛍光強度、 
Heightss; ssDNA の蛍光強度 
2 章 希土類蛍光錯体 Eu3+-p-DTBTA を用いた時間分解キャピラリー電気泳動 
 
38
ミスマッチのターゲット DNA に対して dsDNA を形成しないことが理想的だが、プローブ
ssDNA1 との非特異的吸着を完全には防ぐことができず dsDNA に由来するピークが観測さ
れた。しかし、キャピラリー電気泳動の定量性を活かしハイブリダイゼーション効率を計













































































































































Figure 2-15 時間分解キャピラリーハイブリダイゼーションアッセイによる一塩基多型検出 
分離媒体：1.5％ヒドロキシエチルセルロース(分子量 250,000)，泳動液：0.5 x TBE 緩衝液 pH 8.3，
キャピラリー：ポリアクリルアミドコート，全長 35 cm，有効長 20 cm，内径 75 μm，試料導入： 
3,000 V (10 sec)，電場：100 V/cm，検出：励起波長 350 nm，蛍光波長 615 nm，遅延時間 100 μsec，
積算時間 1.8 msec．  





























異性体の存在しない希土類蛍光錯体 Eu3+-p-DTBTA を合成した。遅延時間 100 μsec の時間分
解キャピラリー電気泳動により、血清からの蛍光を取り除くことができた。Eu3+-p-DTBTA
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カルボン酸を変性剤とした RNA 分離 
 






ゲル電気泳動における RNA の移動度は RNA の形状に依存し、塩基数の違いによる分離が














ヒドやホルムアミドは 2.2 M 程度で RNA の変性が行える一方で[4, 7]、毒性、発がん性がと
もに高い[8, 9]。尿素は、発がん性はないが変性力が弱く 4 M 以上の高濃度での使用が一般















を考えると、ホルムアルデヒドやホルムアミドは RNA の塩基のプロトンアクセプターと 1







O-C-O の結合角が 120°であることから、すべての塩基(A, U, G, C)に対しカルボン酸分子が 2
つの水素結合を形成することができる。Figure 3-1 にアデニンとカルボン酸の水素結合構造
を示す。水素結合のような分子間相互作用は、加成性が成り立ち分子との相互作用の数が


























かった。分離媒体に 2.0 M の酢酸を添加し RNA を分離した結果、100 - 10,000 塩基(nt)の RNA
を前処理することなく 25 分以内に分離でき、従来法である尿素と熱により変性処理を行っ
た分離より理論段数、分離度が高かった。一方、酢酸を添加した分離媒体により dsDNA の
分離も行ったところ、RNA が pH 2.0 以下、DNA が pH 3.0 以下で蛍光標識剤 SYBR Green II
の蛍光が消光することが明らかとなった。RNA と DNA の検出できる pH の違いを利用して、
マウス胚組織から樹立された NIH3T3 細胞から抽出した RNA と DNA の混合試料から DNA









ギ酸、酢酸、プロピオン酸、酪酸、尿素(Wako Pure Chemical Industries, Ltd, Osaka, Japan
および 36.0 - 38.0%ホルムアルデヒド水溶液(Kanto Chemical Co. Inc., Tokyo, Japan) を変性剤
として使用した。分離液には、10 x Tris borate EDTA (TBE) 緩衝液(BIORAD, Hercules, CA, 
USA)を超純水で希釈した 0.5 x TBE 緩衝液(44.5 mM Tris, 44.5 mM boric acid, 1.0 mM EDTA, 
pH 8.3)を使用した。分離媒体は以下のように調整した。分子量 250,000 の HEC(Polysciences, 
Inc., Warrington, PA, USA)を 0.5 x TBE 緩衝液に溶かし、3%HEC ストック溶液を作製した。
3%HEC 溶液を 10 x TBE 緩衝液、SYBR Green II (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)、変性剤、滅
菌水と混合し、測定に合わせた適度な変性剤を含む 0.8% HEC (w/v)、0.5 x TBE 緩衝液、1 x 
SYBR Green II 溶液を分離媒体として作製した。変性剤の量は別途実験ごとに述べる。作製
した高分子溶液の pH は電気泳動に使用する前に pH METER F-52 (HORIBA, Ltd., Kyoto, 
Japan)によって測定した。 
RNA マーカーは低分子量マーカーと広範囲分子量マーカーの 2 種類を調整した。低分子
量マーカーは 1 mg/mL Perfect RNA™ Makers 0.1-1 kb (MERCK/EMS Chemicals, Inc., San 
Diego, CA, USA)を 0.5 x TBE 緩衝液で希釈し 100 μg/mL に調整した。広範囲分子量マーカー
は 1 mg/mL Perfect RNA™ Makers 0.1-1 kb と 1 mg/mL 0.2-10 kb (MERCK/EMS Chemicals, Inc., 
San Diego, CA, USA) 等量混合し、0.5 x TBE で希釈し 600 μg/mL に調整した。DNA マーカ
ーは Molecular Ruler 100 bp (100 μg/mL) (BIORAD, Hercules, CA, USA)を使用した。 
 
3.2.2. 融解温度(Tm)測定 
二本鎖 DNA(dsDNA)の融解温度は、紫外可視吸収スペクトル測定(JASCO V-550, JASCO 
Co., Hachioji, Tokyo, Japan)により測定温度ごとに吸収スペクトルを測定し、温度上昇にとも
なう 260 nm の吸光度変化から算出した。Sigma Genosis (Sapporo, Japan)から購入した合成オ
リゴヌクレオチドから dsDNA を作製した。配列は以下に示し、最近接塩基対法より計算さ
れる融解温度は 78.0 °C である。  
5’-TGGATGGTCAGCGCACTCTTGCCCACACCGCCGGCGCCCACCACCACCAGCTTATATT
CCGTC-3’ (63-mer, sense strand DNA)  
5’-GACGGAATATAAGCTGGTGGTGGTGGGCGCCGGCGGTGTGGGCAAGAGTGCGCTGAC
CATCCA-3’ (63-mer, antisense strand DNA)  
この 2 種類の一本鎖 DNA(ssDNA)を滅菌水に溶解しそれぞれ 100 μM とし、sense strand DNA
と antisense strand DNA を等量混合した。これを、65 °C で 5 min 加熱後すぐに 25 °C に冷却
し 63 塩基対(bp)の dsDNA を作製した。100 μM の dsDNA は 2.0 M 酢酸、7.0 M 尿素、2.5 M
ホルムアルデヒドをそれぞれ含む 0.5 x TBE 溶液およびブランクとして変性剤を含まない
0.5 x TBE 緩衝液に溶かした。dsDNA の濃度は 3 μM とし、1 回のスペクトル測定に 35 μL
使用した。溶媒の揮発による濃度変化を抑えるため、DNA 溶液はサーマルサイクラーによ





セルホルダ、石英セル（光路長 0.5 cm）は測定温度に設定してから 20 min おき、温度が一
定になってから吸収スペクトル測定を行った。測定温度は、溶媒によって異なり以下に示
す: 
2.0 M 酢酸 30, 40, 42, 45, 47, 50, 60 °C 
7.0 M 尿素 30, 40, 50, 55, 57, 60, 70, 80, 85 °C 
2.5 M ホルムアルデヒド 30, 40, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80 °C 
0.5 x TBE 30, 40, 50, 60, 62, 65, 70, 75, 80 °C 
温度を横軸、260 nm の吸光度変化を縦軸にして、シグモイド関数で近似し融解曲線を得た。
得えられた融解曲線を 2 回微分し、変曲点を求めその温度を融解温度(Tm)とした。 
 
3.2.3. キャピラリーゲル電気泳動 
Epi 型落射照明型倒立顕微鏡(IX71, Olympus, Tokyo, Japan)を改良したキャピラリー電気泳
動装置の概要を Figure 3-2 に示す。励起光は 460 - 495 nm のバンドパスフィルターを通して
キャピラリーに照射される。シグナルは、開口数 1.2、作動距離 0.21 mm の 60x 対物レンズ
(PlanApo / IR, Olympus)により集光し、510 nm バンドパスフィルター(U-MWIB-3, Olympus)
を通して散乱光を取り除き、光電子増倍管(Photomultiplier Tube : PMT) (R928, Hamamatsu 
photonics, Co., Hamamatsu, Shizuoka, Japan)により検出した。PMT からのアナログ信号は
National Instrument PCI-6024E により A/D 変換しパソコンで処理した。高電圧は MODEL 
610E(TREK Inc., Medina, NY, USA)により供給し、励起光源に水銀ランプを使用した。電圧
印加からデータ収集まで LabVIEW software (National Instrument,Astin, TX, USA)でパソコン
により操作した。 
キャピラリー電気泳動には、全長 13 cm、有効長 8 cm、内径 50 x 50 μm の角型の溶融石
英ガラスキャピラリーを使用した。電気浸透流の発生を抑えるためポリアクリルアミドに
よって内壁処理を施した。キャピラリーは顕微鏡のステージに水平に設置し、分離媒体で
ある HEC 溶液はポンプ吸引でキャピラリーに充填した。サンプルは 1,300 V で 5 秒電圧を








tN   (3-1) 
t; 泳動時間、W; ピーク幅 
 








−= 2   (3-2) 
tA; ピーク A の泳動時間、tB;ピーク B の泳動時間、 

















Figure 3-2 倒立顕微鏡キャピラリー電気泳動装置概要 
 
3.2.4. NIH3T3 細胞の培養と核酸抽出 
NIH3T3 線維芽細胞株(American Type Culture Collection; No. CRL-1658)は、10%仔牛血清
(Biowest, Miami, Florida, USA)を含むDulbecco’s modified Eagle’s medium (Sigma-Aldrich Co, St. 
Louis, MO, USA)中、5%二酸化炭素雰囲気下で培養した。培養した細胞(約 4 x 106 個) を、
Dulbecco’s phosphate-buffer saline (PBS), (Sigma, St. Louis, MO, USA )で 2 回洗浄し培地を取り
除いた。細胞は、10 x Trypsin EDTA 溶液(Sigma-Aldrich Co)を PBS で希釈して調整した 0.25% 
Trypsin EDTA 溶液でトリプシン処理により剥離した。ペレット状の細胞から、FastPure™ 
RNA kit (Takara Bio Inc., Otsu, Shiga, Japan)により RNA を抽出した。DNA を取り除くための




DNase 処理は行わなかった。抽出した核酸 3 μL と 15 M 尿素 3.5 μL、0.5 x TBE 緩衝液 1.0 μL
を混合し 65 °C で 10 min 加熱し変性させ、10%アガロースゲル電気泳動を行った。エチジウ
ムブロミド(Fluka, Switzerland)でゲルを染色し、リボソーム RNA のバンド 2 つとゲノム DNA




dsDNA に熱を加えると、水素結合の切断により ssDNA を生じる。このとき dsDNA と
ssDNA のモル分率が等しくなる温度が融解温度である。融解温度から DNA の二重らせん構
造の熱的安定性を評価することが出来ることから、変性剤の添加による融解温度の低下を
比較することで変性剤の変性力の強さを相対的に評価できる[17]。変性剤として 2.5 M ホル
ムアルデヒド、7.0 M 尿素、2.0 M 酢酸を添加したときの融解温度と変性剤を加えていない
溶媒のみの融解温度を比較した(Figure 3-3, Table 3-1)。変性剤を添加することで、融解曲線
が左にシフトした(Figure 3-3)。融解曲線から算出した融解温度を比較すると、尿素とホルム
アルデヒドを添加したときの融解温度は 57.8 °C と 58.8 °C であり、変性剤を添加してない
場合と比較し約 5 度低くなった。一方、酢酸を添加すると融解温度は変性剤を添加してい
ない場合と比較し、15 度低下した。尿素やホルムアルデヒドを添加した場合と比較して 10
度以上下がった。以上の結果より、7.0 M 尿素、2.5 M ホルムアルデヒドの変性力は同程度
であり、2.0 M 酢酸は一般的な変性剤と比較し、DNA に対する変性力が強いことが明らか
となった。 





















Figure 3-3 DNA (63 bp)の融解曲線 
DNA 配列：5’-TGGATGGTCAGCGCACTCTTGCCCACACCGCCGGCGCCCACCACCACCAG 
CTTATATTCCGTC-3’ (63 bp)，溶媒：0.5 x TBE 緩衝液 pH 8.3，dsDNA と ssDNA の吸光度の差を
1 に正規化． 
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0.5 x TBE; 44.5 mM Tris, 44.5 mM Boric acid, 1.0 mM EDTA pH8.3  
 
3.3.2. カルボン酸を変性剤としたインキャピラリーディネイチャリングゲル電気泳動 
酢酸が高い変性効果を示したので、2.0 M 酢酸を含む 0.8%HEC を分離媒体として RNA マ
ーカー(100 - 10,000 nt)を前処理せずインキャピラリーディネイチャリングゲル電気泳動に
より分離し(Figure 3-4)、理論段数と分離度を比較した(Figure 3-5)。2.5 M ホルムアルデヒド、
7.0 M 尿素を変性剤としたインキャピラリーディネイチャリングゲル電気泳動と、7.0 M 尿
素により前処理した RNA を分離した結果と比較した。酢酸添加すると RNA の泳動時間が
比較的遅くなるが、100 - 100,000 nt の RNA を 25 分以内にすべて分離でき、その分画範囲は
尿素で前処理を施した RNA 分離の分画範囲(100 - 6,000 nt)より広かった。理論段数も従来法
より高く、分離度も優れていた。特に、尿素を添加した分離ではピークがブロードになり、





カルボン酸を含む分離媒体の pH は 4.0 以下であり、従来の電気泳動条件 pH 7.0 - 8.0 より酸
性である。しかし、RNA のリン酸基の酸解離定数(pKa)は 1 以下であり、RNA はリン酸基
の負電荷により泳動される。そこで、RNA の分離への pH の影響を調べた。0.5 x TBE 緩衝
液に塩酸を加え pH 2.0 - 4.0に調整した 0.8%HEC溶液を分離媒体としたインキャピラリーデ
ィネイチャリングゲル電気泳動を行った(Figure 3-7)。pH 2.0 の分離媒体を除き、塩酸を添加





































































































































































































Figure 3-4 酢酸を変性剤としたインキャピラリーディネイチャリング 
ゲル電気泳動による RNA 分離 
変性剤：(a)2.0 M 酢酸，(b)2.5 M ホルムアルデヒド，(c)7.0 M 尿素，(d)7.0 M 尿素．試料溶液：(a) 
– (c)前処理なし，(d) 7.0 M 尿素による 95°C，5 min の変性処理． 
分離媒体：0.8％ヒドロキシエチルセルロース(分子量 250,000)，泳動液：変性剤を含む 0.5 x TBE
緩衝液 pH 8.3，キャピラリー：ポリアクリルアミドコート，全長 13 cm，有効長 8 cm，内径 50 x 





















































Figure 3-5 酢酸を変性剤とし分離した RNA の理論段数および分離度 
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(a) ギ酸 pH 1.7 
(b) 酢酸 pH 3.1 
(c) プロピオン酸 pH 3.2 















































































































Figure 3-6 水溶性カルボン酸類を変性剤としたインキャピラリーディネイチャリング 
ゲル電気泳動における RNA 分離 
分離媒体：0.8％ヒドロキシエチルセルロース(分子量 250,000)，泳動液：2M カルボン酸を含む
0.5 x TBE 緩衝液 pH 8.3，キャピラリー：ポリアクリルアミドコート，全長 13 cm，有効長 8 cm，
内径 50 x 50 μm，試料導入：3,000 V (1 sec)，電場：100 V/cm，検出：励起波長 460 - 495 nm，蛍
光波長 510 nm．ピークの上の数字は塩基数を示す． 
4 6 8 10 12

















Figure 3-7 インキャピラリーディネイチャリングゲル電気泳動による 
RNA 分離における pH の影響 
泳動液：塩酸を含む 0.5 x TBE 緩衝液 pH 8.3．その他は Figure 3-6 に同じ． 




カルボキシル基と RNA の相互作用モデルとして以下のように考えた(Figure 3-8)。カルボ
ン酸は RNA の 4 種類の塩基と多点水素結合を形成し強く結合する。pH 2.0 - 4.0 の酸性条件
化における RNA は、リン酸基は pKa が 1 以下であることより負電荷を帯びており、アデニ
















































































































泳動液 pH < 4.0
リン酸 pKa < 1.0
アデニン pKa ～ 3.5
シトシン pKa ～ 4.5  
 
Figure 3-8 カルボン酸と RNA 複合体の推測構造 
 
3.3.3. RNA、dsDNA 分離におけるカルボン酸濃度の検討 
HEC 溶液中の酢酸の濃度を 0 から 5.0 M まで段階的に変化させ RNA マーカー(100 - 1,000 
nt)をインキャピラリーディネイチャリングゲル電気泳動により分離した(Figure 3-9A)。緩衝
液のみでは変性効果がなく分離が行われていない。1.0 M 以下ではすべてのピークが検出で
き、1.5 - 2.0 M で 100 - 1,000 nt すべての RNA をベースライン分離が達成された。2.5 M で
は 100 - 600 nt の RNA を検出した。3.0 M 以上酢酸を加えるとピークは検出されなかった。
以上より酢酸を変性剤とした RNA のインキャピラリーディネイチャリングゲル電気泳動で
は酢酸の濃度 2.0 M、pH 3.0 - 4.0 が最適条件であった。 
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Migration Time (min) 
(A)RNA
 
Figure 3-9 RNA, dsDNA 分離におけるカルボン酸の濃度と pH の影響 
分離媒体：0.8％ヒドロキシエチルセルロース(分子量 250,000)，泳動液：酢酸を含む 0.5 x TBE
緩衝液 pH 8.3，キャピラリー：ポリアクリルアミドコート，全長 13 cm，有効長 8 cm，内径 50 x 
50 μm，試料導入：3,000 V (1 sec)，電場：100 V/cm，検出：励起波長 460 - 495 nm，蛍光波長 510 
nm．ピークの上の数字は塩基数を示す． 
 
一方、酢酸の濃度が増すにつれ、RNA の蛍光強度が弱くなり 0.5 M 酢酸と比較し 2.5 M
酢酸では蛍光強度が 1/30 に減少した。ギ酸を添加した HEC 溶液(pH 1.7) (Figure 3-6)、塩酸
を添加した HEC 溶液(pH 2.0) (Figure 3-7)を分離媒体としたときにも RNA のピークが観測さ
れなかった。よって、蛍光強度の減少は、酸の添加による pH の低下([酢酸] > 2.5 M, pH < 2.8)
に起因すると考えられ、RNA は pH < 2.0 でピークが検出されないことが明らかとなった。
同じポリマー溶液を用いた RNA と同濃度の dsDNA マーカー(100 – 1,000 bp)の分離では、酢
酸は dsDNA の分離能にはほとんど影響を与えなかった(Figure 3-9B)。蛍光強度は酢酸の添
加により弱くなり、酢酸を含まないポリマーと比較し 0.5 M 酢酸添加ポリマー(pH = 3.8)で
は蛍光強度が 1/15、1.0 M 酢酸添加ポリマー(pH = 3.4)では 1/45 になった。DNA の検出限界
の pH は 2.7 であり、RNA の検出限界 pH 2.0 とは異なっていた。 
蛍光強度の低下を詳しく調べるため、SYBR Green II により染色した RNA(1.5 ng/μL)およ
び dsDNA(2.0 ng/μL)の酢酸濃度に対する 510 nm の蛍光強度変化を、分光蛍光光度計
FP-6500(Jasco, Tokyo, Japan)により測定した(Figure 3-10A)。酢酸の濃度変化に対し、濃度 2.0 
ng/μL に換算したときの RNA および DNA の蛍光強度変化を Figure 3-10B に示す。RNA、




dsDNA ともに酢酸の濃度増加により蛍光強度が減少した。しかし、RNA と dsDNA では酢
酸の濃度増加に対する蛍光強度の変化の割合が異なる。酢酸を添加しない溶液において、
dsDNAの蛍光強度はRNAの蛍光強度の1.5倍であるのに対し、酢酸を1.5 M加えるとdsDNA
と RNA の蛍光強度は逆転する。DNA は RNA と比較し pH 4.0 以下の酸性溶液に対する親水
性が低いことから、RNA は SYBR Green II が pH の影響を受け消光し、一方 dsDNA は泳動



























































(A) SYBR Green IIの蛍光スペクトル変化
[酢酸] =0 M ~ 3.0 M
[RNA] = 1.5 ng/mL
[酢酸] =0 M ~ 3.0 M

























(◆) RNA (2.0 ng/mL)




Figure 3-10 カルボン酸の濃度変化に伴う RNA, DNA の蛍光強度変化 
(B)蛍光強度は、核酸の濃度 2.0 ng/mL として概算． 
 
 




よる RNA の選択的検出 
NIH3T3 細胞から抽出した核酸をインキャピラリーディネイチャリングゲル電気泳動に
より分離した(Figure 3-11)。7.0 M 尿素を変性剤とした場合と比較し酢酸を添加した HEC 溶
液ではベースラインが平らになり、シャープなピークを与えた。さらに、酢酸を 2.0 M 加え
pH 2.8 になるとゲノム DNA 由来のピークがなくなり RNA のみを選択的に検出できた。そ
の結果、RNA と DNA の検出可能な pH の違いを利用し、2.0 M 酢酸を変性剤とすることで
(~ pH 3.0)、DNase による DNA の除去および RNA の変性処理をすることなく RNA と DNA
の混合溶液から、RNA を選択的に検出できた。 
0 4 8 12 16 20 24 28 32 36
(a) 7.0 M 尿素
pH 8.3
(b) 1.0 M 酢酸
pH 3.3












































分離媒体：0.8％ヒドロキシエチルセルロース(分子量 250,000)，泳動液：酢酸を含む 0.5 x TBE
緩衝液 pH 8.3，キャピラリー：ポリアクリルアミドコート，全長 13 cm，有効長 8 cm，内径 50 x 
50 μm，試料導入：3,000 V (1 sec)，電場：100 V/cm，検出：励起波長 460 - 495 nm，蛍光波長 510 












1,000 nt 以上の長い RNA の分離も理論段数、分離度ともに向上した。また、RNA の分離に
はカルボキシル基が関与していることを明らかにした。カルボン酸は静電相互作用および
多点水素結合により RNA の塩基と強く結合し、RNA の塩基対の水素結合形成を効率よく阻
害することで強い変性効果を示しているものと考えられる(Figure 3-8)。一方、pH の低下に
より RNA および dsDNA の蛍光強度が減少した。RNA と dsDNA の検出可能な pH が異なる
ことを利用し、DNA と RNA 混合試料から RNA のみを選択的に検出できた。さらに、カル
ボン酸を添加した分離媒体は pH 4.0 以下の酸性であることから、pH 5 - 9 と広い範囲で活性
を維持するリボヌクレアーゼの活性を抑えることが出来る[19]。従って、カルボン酸を変性
剤とした RNA の前処理を必要としないインキャピラリーディネイチャリングゲル電気泳動
では、切断されやすい RNA を安定に分析でき、数 pL サイズのサンプル量からの分離を達
成できる。 




1. Floyd, R. W.; Stone, M. P.; Joklik, W. K. Anal. Biochem. 1974, 59, 599-609. 
2. Pinder, J. C.; Staynov, D. Z.; Gratzer, W. B. Biochemistry 1974, 13, 5373-5378. 
3. Baily, J. M.; Davidson, N. Anal. Biochem. 1976, 70, 75-85. 
4. Wicks, R. J. International J. Biochem. 1986, 18, 277-278. 
5. Grundemann, D.; Koepsell, H. Anal. Biochem. 1994, 216, 459-461. 
6. Hui-Shieh, C.; Hedayati, A. US Patent 5, 961, 801, 1999. 
7. Masek, T.; Vopalensky, V.; Suchomelova, P.; Pospisek, M. Anal. Biochem. 2005, 336, 46-50. 
8. MSDS No. JW060040 
9. MSDS No. JW060042 
10. Katsivela, E.; Höfle, M. G. J. Chromatgr. A 1995, 700, 125-136. 
11. Katsivela, E.; Höfle, M. G. J. Chromatgr. A 1995, 717, 91-103. 
12. Skeidsvoll, J.; Ueland, P. M. Electrophoresis 1996, 17, 1512-1517. 
13. Todorov, T. I.; Carmejane, O.; Walter, N. G.; Morris, M. D. Electrophoresis 2001, 22, 
2442-2447. 
14. Todorov, T. I.; Yamaguchi, Y.; Morris, M. D. Anal. Chem. 2003, 75, 1837-1843. 
15. Kotler, L.; He, H.; Miller, A. W.; Karger, B. L. Electrophoresis 2002, 23, 3062-3070. 
16. MSDS No. JW010024 
17. Hutton, J. R. Nucleic Acids Res. 1977, 4, 3537-3555. 
18. Conn, E. E.; Stumpf, P. K.; Bruening, G.; Doi, R. H. Outlines of Biochemistry, fifth Edition; 
John Wiley & Sins, Inc., Hobokem, New Jersey, 1987 
19. Irie, M. YAKUGAKU ZASSHI 1997, 117, 561-582. 
 
  
























状の高分子が拡散する自由拡散モデルである Ogston モデル[6]、Reptation モデル[7, 8]、
Reptation モデルでは説明が出来ない要素を組み入れた Biased Reptation モデルで説明される 
(Figure 4-1) [9]。Ogston によると、DNA は球体として、直鎖状高分子が形成するネットワー
クの中を拡散するとされている。このとき、DNA とネットワークの大きさが同程度である
と仮定している。Reptation モデルでは、ランダムコイル状の長い DNA が、高分子により形
成される小さい網目の中を拡散する。このとき、DNA は横向きの運動が抑制され一次元方
向にのみ運動するため高分子が形成する管の中を”snakelike”に拡散する。Biased Reptation モ
デルは、Reptation モデルから導き出された DNA の移動度と DNA の分子量の関係式に、印
加電圧の影響や、高分子の配向の影響の項を加えた考えである。また、Barron らは高分子
溶液が絡み合わない希薄溶液での DNA 分離について、DNA の長さにより単独で存在する
高分子鎖に絡み合う頻度が異なりその違いにより分離が達成される Transient entanglement 
coupling mechanism を提案している[10, 11]。実験的には Chu らが、ポリアクリルアミド溶液
の濃度と細孔サイズの相関を中性子小角散乱により測定し、キャピラリーゲル電気泳動に




ある[13, 14]。Guttman によると、分子量 100,000、300,000、900,000 のポリエチレンオキサ
イド(PEO)を分離媒体としドデシル硫酸ナトリウム(SDS)で変性したタンパク質の分離メカ
ニズムは、Ogston モデル、reptation モデルでは説明ができないため、少なくとも印加電圧の
影 響 で SDS- タ ン パ ク 質 複 合 体 が 電 場 方 向 に 伸 び た 構 造 で あ る と し た 、
reptation-with-stretching モデルを提案している[13]。Nakagawa らは分子量 50,000 - 100,000 の
プルランを分離媒体とした場合、SDS で変性したタンパク質の分離メカニズムを Ogston モ
























Figure 4-1 キャピラリーゲル電気泳動における DNA の分離モデル 
 



















































オシアネート(Fluorescein Isothiocyanate : FITC)で蛍光標識したタンパク質(リゾチーム、トリ
プシンインヒビター、カーボニックアンヒドラーゼ、卵白アルブミン、ウシ血清アルブミ
ン、フォスフォリラーゼ b)を含む標準溶液を、分子量の異なる 3 種類のヒドロキシエチル
セルロース(HEC) (分子量 24,000、90,000、720,000)を分離媒体として分離し、泳動時間より
移動度を算出した。タンパク質の大きさと移動度との関係より、HEC を用いたタンパク質
の分離メカニズムは Biased reptation モデルに当てはまった。さらに、DLS により直接測定
した HEC の平均細孔サイズと SDS-CGE より求めた移動度の関係から、高分子が絡み合わ












FITC で標識したリゾチーム(分子量 14,300)、トリプシンインヒビター(分子量 20,500)、カ
ーボニックアンヒドラーゼ(分子量 29,000)、卵白アルブミン(分子量 45,000)、ウシ血清アル
ブミン(分子量 66,400)、フォスフォリラーゼ b(分子量 97,200)を含むタンパク質マーカー
(APRO Science, Inc., Naruto, Tokushima, Japan)を、10 x Tris/glycine/SDS 緩衝液(BIORAD, 
Hercules, CA, USA)を超純水で希釈した 1 x Tris/glycine/SDS 緩衝液(25 mM Tris, 192 mM 
glycine, 0.1% SDS, pH 8.3)で 3倍に希釈し熱処理を行わずに SDS-CGEの試料として使用した。
分子量がそれぞれ、24,000 - 27,000(Polysciences, Inc., Warrington, PA, USA)、90,000、720,000 
(Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)の 3 種類の HEC を、1 x Tris/glycine/SDS 緩衝液に溶解し、
濃度がそれぞれ 0.02 - 10% (w/v) (分子量 24,000 – 27,000), 0.01 - 5.0% (w/v) (分子量 90,000) 
and 0.005 - 2.0% (w/v) (分子量 720,000)の分離媒体を調整した。HEC 溶液の粘度は VILASTIC 
V-E type viscoelastimeter system (Vilastic Scientific, Inc., Austin, TX, USA)により測定した。  
 
4.2.2. 動的光散乱(Dynamic light scattering : DLS) 
濃度を調整した HEC (分子量 24,000 - 27,000、90,000、720,000)溶液の動的光散乱を、
ALV-5000 デジタル相関器を備えたゴニオメーター(ALV-Laser Vertriebsgesellschaft, Hessen, 
Germany)を用いて測定した(Figure 4-3)。HEC 溶液は測定前に細孔サイズ 0.45 μm のフィルタ
ー(Millipore, Billerica, MA, USA)でろ過し、不純物粒子を除去した。散乱強度の自己相関関
数を CONTIN アルゴリズムにより逆ラプラス変換し、相関時間(Γ-1)の分布関数を得た。緩
和時間(Γ)により拡散係数(D)が決まり(式 4-1)、拡散係数(D)から Einstein-Stokes の関係式(式
4-2)により流体力学的半径(Rh)を算出し、Rhの 2 倍を高分子の細孔サイズとした。 
 
2Dk=Γ    (4-1) 
Γ; 緩和時間、D; 拡散係数、 
 
hB RTkD 06πη=   (4-2) 
kB; ボルツマン定数、Rh; 流体力学的半径、 
η0; 溶媒の粘度(0.9162 Pa s)、T; 絶対温度(298 K) 
 





式 4-1 の k は測定条件によって決まる値であり、式 4-3 で定義される。 
 
)2sin()4( θλπnk =   (4-3) 


















Figure 4-3 動的光散乱測定装置概要 
 
4.2.3. SDS-キャピラリーゲル電気泳動 
キャピラリー電気泳動は P/ACE™ MDQ 電気泳動システム(Beckman Instruments Inc., 
Fullerton, CA, USA)により、reversed polarity モードで、キャピラリー温度 25 °C で行った。
全長 30 cm、有効長 20 cm、外径 367 μm、内径 75 μmの溶融石英ガラスキャピラリー(Polymicro 
Technologies, Phoenix, AZ, USA)を使用した。電気浸透流の発生を抑えるためポリアクリルア
ミドによって内壁処理を施した。FITC 標識されたタンパク質は 3,000 V で 10 秒電圧を印加
して導入し、電場 100 V/cm で分離した。検出は、蛍光検出により行い、488 nm のアルゴン
イオンレーザーを励起光にし、シグナルは 520 nm のバンドパスフィルターを通して検出し
た。タンパク質の移動度(μ)は式 4-4 より算出し、分離能を比較する指標となる理論段数(N)
は式 4-5 により算出した。 
 
 







⋅=μ   (4-4) 
L; キャピラリー全長(30 cm)、l; 有効長(20 cm)、 







tN   (4-5) 
t; 泳動時間、W; ピーク幅 
 
4.3. 結果・考察 
4.3.1. HEC の形成する細孔サイズ 
分子量の異なる 3 種類の HEC (分子量 24,000、90,000、720,000)の DLS を測定した(Figure 
4-4)。HEC の濃度 0.5% (w/v)以下では、流体力学的半径の 2 倍(2Rh)は HEC の濃度に依存せ




一方、HEC 濃度が 0.5% (w/v)以上では DLS 測定において協同拡散(ゲルモード)が観測さ
れ、HEC がお互いに絡み合い形成する過渡的な細孔のサイズ 2Rh を算出した(Figure 4-4)。
細孔サイズは HEC の濃度増加に伴い減少し、分子量 24,000 の HEC では 19 nm から 6.3 nm
に、分子量 90,000 の HEC では 21 nm から 8.9 nm に、分子量 720,000 の HEC では 40 nm か
ら 17 nm まで変化した。HEC の平均細孔サイズの変化は濃度の-0.5 乗に比例し、半屈曲性
高分子である HEC の構造的性質を理論的に予想した値と一致した[18]。 































































































Figure 4-4 ヒドロキシエチルセルロースの細孔サイズ 
 




DLS 測定より高分子が絡み合いを始める濃度 C* (Entanglement point)を把握でき(Figure 
4-2)、本実験では HEC の分子量にかかわらず約 0.5% (w/v)であった。キャピラリーゲル電気
泳動では、高分子溶液の粘度の変化より C*を算出し、高分子の重なり合いの効果と分離の
関係を議論する[10]。そこで、HEC 溶液の粘度測定を行い、Barron らに報告された方法によ
り C*vis を算出した(Figure4-5、Table 4-1)。HEC の比粘度と濃度の関数は、傾きの異なる二
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HEC 溶液を分離媒体として、SDS-キャピラリーゲル電気泳動により 6 種類のタンパク質
を分離した(Figure 4-6)。分子量 24,000、90,000 の HEC では、6 種類すべてのタンパク質が
30 min で分離でき、理論段数は 1,000 - 10,000 であった。分子量 720,000 の HEC では、理論
段数は 5,000 - 50,000 である。しかし、6 種類のタンパク質すべてを分離できる濃度の HEC
は粘度が高くキャピラリーに充填するのに時間を要した。 
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Figure 4-6 HEC を分離媒体とした SDS-CGE によるタンパク質分離 
分離媒体：ヒドロキシエチルセルロース，泳動液：1 x Tris/glycine/SDS 緩衝液 pH 8.3，キャピラ
リー：ポリアクリルアミドコート，全長 30 cm，有効長 20 cm，内径 75 μm，試料導入：3,000 V (10 
sec)，電場：100 V/cm，検出：励起波長 488 nm，蛍光波長 520 nm．ピーク：1. リゾチーム(分子
量 14,300)，2. トリプシンインヒビター(分子量 20,500)，3. カーボニックアンヒドラーゼ(分子量
29,000)，4. 卵白アルブミン(分子量 45,000)，5. ウシ血清アルブミン(分子量 66,400)，6. フォス
フォリラーゼ b(分子量 97,200)． 










4-8)は直線性を示し、その傾きは 1 以下であった。従って、HEC を分離媒体としたタンパク
質の分離は、タンパク質の移動度が分子量の逆数であるとする Reptation モデルを応用した




















































































































































































Figure 4-8 タンパク質の分子量と 
移動度の関係(両対数プロット) 
Figure 4-7 タンパク質の分子量と 
移動度の関係(片対数プロット) 





4.3.3. HEC の平均細孔サイズとタンパク質の分離 











































































Figure 4-9 ヒドロキシエチルセルロースの濃度とタンパク質移動度の関係 
(○)リゾチーム，(□)トリプシンインヒビター，(△)カーボニックアンヒドラーゼ，(▽)卵白アル
ブミン，(●)牛血清アルブミン，(■) フォスフォリラーゼ b． 





定の領域と HEC の濃度増加に伴い移動度が減少する 2 つの領域に分けることができる。こ
の領域を分割する HEC 濃度は、Figure 4-4 で求めた高分子が絡み合いを始める濃度(0.5% 
(w/v) HEC)に一致した。HEC の濃度の低い領域では、HEC は互いに絡み合うことなく単独
で存在し、SDS で変性されたタンパク質は、単独で存在する HEC に一時的に絡み合い、HEC
濃度に対し移動度は一定である。HEC の分子量の違いに注目すると、分子量 720,000 では





存することが実験的に明らかとなった。この結果は High dilution model[10, 11]の考えに一致
し、これより、DLS により直接高分子の大きさを測定することで、High dilution model の考
え方により分離が行われるために必要な分子の鎖長が決定できることがわかった。 
DLS において協同拡散が観測される濃度では、HEC が互いに絡み合い、6 nm から 40 nm
のネットワークを形成し、SDS で変性したタンパク質は HEC の形成する柔軟性のあるネッ
トワーク構造の分子篩い効果により分離される。HEC の平均細孔サイズおよびタンパク質
の移動度が HEC の濃度に依存しており、その依存性には相関があることから(Figure 4-4、
Figure 4-9)、タンパク質の移動度を HEC の平均細孔サイズの関数として変換した(Figure 
4-10)。Figure 4-10 にはリゾチーム(分子量 14,300)および卵白アルブミン(分子量 45,000)の移




孔サイズが 20 nm 以下では、細孔サイズが小さくなるにつれてタンパク質の移動度が減少
した。細孔サイズが 17 nm のとき、HEC の分子量が異なってもリゾチームの移動度は~ 2.5 x 
10-4 cm2/V sec であることから、タンパク質の移動度は細孔サイズに支配されており、HEC
の分子量の違いは無視できるといえる。以上の結果より、HEC が細孔を形成している濃度
領域では、細孔サイズがタンパク質の移動度を決定していることが実験的に明らかとなっ
た。細孔サイズ(2Rh)が 20 nm 以上では HEC は、分子の絡み合いの効果が小さいか、もしく
は絡み合っていないため 2Rhの値が変化してもタンパク質移動度は変化しなくなる。 
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Figure 4-10 ヒドロキシエチルセルロースの細孔サイズとタンパク質移動度 
(▲)HEC 分子量 24,000、(□)HEC 分子量 90,000、(◆)HEC 分子量 720,000． 
 
最後に、粘度について簡単に記述すると、平均サイズ 17 nm の細孔を形成する HEC の粘
度は分子量 24,000、90,000、720,000 でそれぞれ 2.36 mPa s、1.96 mPa s、47.2 mPa s であり、
最大 20 倍の差があるにもかかわらず、リゾチームの移動度は~ 2.5 x 10-4 cm2/V sec と同じで
あった。従って、分子量の増加に伴う粘度上昇も分離に影響を及ぼさないことが明らかと
なった。これより、キャピラリーへの高分子の充填の点から考えて、同じ細孔サイズを形














タンパク質の分離では、希薄溶液では分子量 720,000 の HEC において一部のタンパク質
を除き分離可能であり、分子量の小さい HEC では分離が不十分であった。一方、準希薄溶




液では、平均細孔サイズが 10 – 20 nm のときにもっとも分離に優れ、6 種類すべてのタンパ
ク質が短時間で分離でき、10 nm 以下になると必要以上に分離時間が長くなること( > 30 
min)が明らかとなった。 
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シブチレン(BEB)トリブロック共重合体 B10E270B10と B6E46B6をそれぞれ 3%、5%になるよう
混合した分離媒体は、pBR322プラスミドの HaeIII消化物を効率よく分離する。このトリブ
ロック共重合体は、粘度が室温で 25,000 cPであるのに対し 2 °Cでは 500 cPと 1/50になる。
従って温度を調整することでキャピラリーへの高分子の充填、排出が簡単に行える。さら
に、キャピラリーの内壁に動的に吸着し、キャピラリー内で発生する電気浸透流





ssDNAの分離に対しポリアクリルアミドと同等の分離能力を有し、粘度は 200 mPa s以下と
同じ分子量のポリアクリルアミドと比較し 1/30以下である[3]。温度応答性高分子であるヒ
ドロキシプロピルセルロース(HPC)と非応答性のヒドロキシエチルセルロース(HEC)を 1 : 5
の比率で混合した分離媒体は温度を調節することで、細孔サイズを調節できる。25 °Cから



































































Gal-12-Gal; n=12, R1=H, R2=OH
Glc-12-Glc; n=12, R1=OH, R2=H
Gal-10-Gal; n=10, R1=H, R2=OH






























両親媒性分子は従来の報告例に基づき合成した[8, 9, 11-13, 15]。合成した化合物は、１H 
NMR (400 MHz, Bruker AVANCE400)により同定した。 
 
5.2.2. カチオン型ハイドロゲルによる平板ゲル電気泳動・キャピラリーゲル電気泳動 
ポリアクリルアミドゲル電気泳動は以下の手順で行った。Gemini (n=16) 40 mg (0.056 
mmol)とL-酒石酸ナトリウムまたはD-酒石酸ナトリウム10.94 mg (0.056 mmol)を超純水9.95 
mLに加え加熱し、完全に溶解させ 0.4% (w/v) Gemini (n=16)/酒石酸溶液を調整した。40%ア
クリルアミド/ビス 29 : 1溶液(BIORAD, Hercules, CA, USA)1.5 mL、1.0 x Tris-HCl EDTA緩衝
液(TE) (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 8.0) 3.9 mL、超純水 9.375 mLを混合した溶液に、





一に混合していることを確認後、10%過硫酸アンモニウム(Ammonium Persulfate : APS, Sigma, 
St Louis, MO, USA) 75 μL テ ト ラ メ チ ル エ チ レ ン ジ ア ミ ン
(N,N,N,N-tetramethylethylenediamine : TEMED, Sigma, St Louis, MO, USA) 7.5 μLを加え、室温
で 40 min放冷しゲルを成型した。電気泳動は、高電圧部にパワーステーション 100VC(ATTO 
Co., Tokyo, Japan)を使用したラピダス･ミニスラブ電気泳動槽(ATTO Co., Tokyo, Japan)によ
り行い、200 bp DNA Ladder、100 bp DNA Ladder、 20 bp DNA Ladder、λ-Eco T14l/Bgl II digest 
(Takara Bio Inc., Otsu, Japan)を 6 x Loading Bufferに混合しそれぞれ分離した。 
キャピラリー電気泳動の分離媒体は以下の手順により調整した。Gemini (n=16) 150.2 mg 
(0.211 mmol)とL-酒石酸ナトリウム 51.38 mg (0.264 mmol)を超純水 29.798 mLに加え加熱し、
完全に溶解させ 0.5% (w/v) Gemini (n=16)/L-酒石酸溶液を調整した。5% (w/v) HEC溶液は、
分子量 90,000の HEC(Sigma, St Louis, MO, USA)1.0275 gを 0.5 x TBE緩衝液(44.5 mM Tris, 
44.5 mM borate, 1 mM EDTA, pH 8.3) 19.522 mLに溶かして調整した。5% (w/v) HEC溶液 10 
mLに、沸騰した状態の 0.5% (w/v) Gemini (n=16)/L-酒石酸溶液0.1 mLを攪拌しながら加え、
そのまま一日攪拌した。HECと Gemini (n=16)/L-酒石酸が均一に混合されたことを確認しこ
れを分離媒体として使用した。キャピラリーゲル電気泳動は、P/ACE™ MDQ電気泳動シス
テム(Beckman Instruments Inc., Fullerton, CA, USA)により、reversed polarityモード、キャピラ
リー温度 25 °Cで行った。全長 30 cm、有効長 20 cm、外径 367 μm、内径 75 μmの溶融石英
ガラスキャピラリー(Polymicro Technologies, Phoenix, AZ, USA)を使用した。電気浸透流の発
生を抑えるためポリアクリルアミドによって内壁処理を施した。Gemini (n=16)/L-酒石酸混
合HEC溶液を充填したキャピラリーに 20 bp DNA Ladder(Takara Nio Inc, Otsu, Japan)を 3,000 





0.5 x TBE 緩衝液に加え加熱して溶解させ室温で放冷し 0.3% (w/v) 12Glu12Glu12溶液を調
整した。分析試料は、20 bp DNA Ladder (Takara Bio Inc, Otsu, Japan)、100 bp DNA Ladder 
(Takara Bio Inc, Otsu, Japan)を等量混合し調整した。 
 
5.2.4. ノニオン型ハイドロゲルによる平板ゲル電気泳動・キャピラリーゲル電気泳動 
アガロース (GE Healthcare Bio-Science Crop., Tokyo, Japan)と Gal-12-Gal、Glc-12-Glc、
Gal-10-Galまたは Glc-10-Glcのノニオン型両親媒性分子を 1.0 x Tris-Acetate EDTA (TAE)緩
衝液 (40 mM Tris, 40 mM Acetate, 1.0 mM EDTA, pH 8.3)に加え、加熱して溶かした後、室温
で放冷しゲルを成型した。アガロースの濃度はすべて 1.5% (w/v)に調整し、ノニオン型両親
媒性分子の濃度は 0%、0.015%、0.03%、0.05% (w/v)となるよう調整した。電気泳動は




Ladder、 20 bp DNA Ladder、λ-Eco T14l/Bgl II digest (Takara Bio Inc., Otsu, Japan)を 6 x Loading 
Bufferと混合しそれぞれ分離した。染色は、Mupid Blue (Takara Bio Inc Otsu, Japan)により行




む DMSO溶液を調整した。HEC(分子量 1,300,000) (Sigma, St Louis, MO, USA)を 1.0 x TAE緩
衝液に加え溶解し、1.0% (w/v) HEC溶液を調整した。1.0% (w/v) HEC溶液 300 μL、0.1% (w/v)
ノニオン型両親媒性分子 DMSO溶液 300 μL、1.0 x TAE緩衝液 400 μL、1 mg/mLエチジウ
ムブロミド(BIORAD, Hercules, CA, USA)0.2 μLを混合し、0.3% (w/v) HEC、0.03% (w/v)両親
媒性分子、200 ng/mLエチジウムブロミドの分離媒体を作製した。溶媒組成は、1.0 x TAE
緩衝液 : DMSO = 7 : 3とした。また、1.0% (w/v) HEC溶液 300 μL、DMSO 300 μL、1.0 x TAE
緩衝液 400 μL、1 mg/mLエチジウムブロミド 0.2 μLを混合し、0.3% (w/v) HEC、200 ng/mL
エチジウムブロミドを含む溶媒組成 1.0 x TAE緩衝液 : DMSO = 7 : 3の分離媒体を作製した。
分析試料は、Molecular Ruler 100 bp (BIORAD, Hercules, CA, USA)とMolecular Ruler 1 kbp 
(BIORAD, Hercules, CA, USA)を等量混合し調整した。 
キャピラリーゲル電気泳動は、Epi型落射照明型倒立顕微鏡(IX71, Olympus, Tokyo, Japan)
を改良したキャピラリー電気泳動装置(3 章参照)を使用した。キャピラリー電気泳動には、
全長 13 cm、有効長 8 cm、内径 50 x 50 μmの角型の溶融石英ガラスキャピラリーを使用し
た。電気浸透流の発生を抑えるためポリアクリルアミドによって内壁処理を施した。キャ
ピラリーは顕微鏡のステージに水平に設置し、分離媒体はポンプ吸引でキャピラリーに充
填した。サンプルは 1,300 V で 5 秒電圧を印加して陰極より導入し、分離は電場強度+200 
V/cm、-100 V/cmの矩形波を周波数 50 Hzで印加し行った。検出は蛍光を利用し、励起光は
540 nmのバンドパスフィルターを通してキャピラリーに照射され、シグナルは、開口数 1.2、
作動距離 0.21 mmの 60x対物レンズ(PlanApo / IR, Olympus)により集光し、575 nm バンドパ
スフィルター (U-MWIG-3, Olympus)を通して散乱光を取り除き、光電子増倍管




ベタイン型物質 PC32PC、10 mg/mLエチジウムブロミド(BIORAD, Hercules, CA, USA)を
1 x TAE緩衝液に加え加熱して溶解し、室温で放冷し 200 ng/mLエチジウムブロミドを含む
10%、5%、2.5%、1.0% (w/v) PC32PCゲルを調整した。また、1.0 x TE緩衝液に溶解した 1.0% 
(w/v) HEC(分子量 1,300,000)溶液に、沸騰した状態の 50% (w/v) PC32PC水溶液、1.0 x TE緩






キャピラリーゲル電気泳動は、P/ACE™ MDQ電気泳動システム(Beckman Instruments Inc., 
Fullerton, CA, USA)により、reversed polarityモード、キャピラリー温度 25 °Cで行った。全
長 30 cm、有効長 20 cm、外径 367 μm、内径 75 μmの溶融石英ガラスキャピラリーを使用し
た。電気浸透流の発生を抑えるためポリアクリルアミドによって内壁処理を施した。90 °C
に加熱した PC32PC溶液または PC32PC/HEC溶液を、液体冷却システムにより 60 °Cに保
ったキャピラリーに充填し、その後キャピラリー温度を 25 °Cで 30分放冷し、キャピラリ
ー内部でゲルを作製した。分析サンプルは、Molecular Ruler 100 bp (BIORAD, Hercules, CA, 
USA)とMolecular Ruler 1 kbp (BIORAD, Hercules, CA, USA)を等量混合して調整し、3,000 V
で 30 秒電圧を印加して導入し、電場 100 V/cmで分離した。検出は、蛍光検出を利用し、
488 nmのアルゴンイオンレーザーを励起光にし、シグナルは 612 nmのバンドパスフィルタ
ーを通して検出した。 
 
5.2.6. ローダミン標識 HECの合成 
テトラメチルローダミンカルボニルアジド(2 mg, Molecular Probe)を HEC(分子量 90,000, 
Sigma, 0.40 g / 50 mL)の DMSO溶液に加え 80 °Cで 90 min加熱し、室温で放冷した。得られ
た溶液をテトラヒドロフラン(Tetrahydrofuran : THF)500 mLに加えると沈殿が析出し、析出
した沈殿を THFで数回洗浄し傾瀉法により上澄みを除去した。沈殿は超純水(30 mL)に溶解
し、透析(Pierce, MWCO=1000)を 2回行い、凍結乾燥により赤い固体としてローダミン標識




ドガラスに滴下しカバーガラスで挟み、位相差顕微鏡(Leica DMRX, PL Fluotar, 100x, 40x 
objective)により行った。顕微鏡画像は 3-CCDカラービデオカメラ(Olympus, CS530MD)で撮
影し、光磁気ディスクドライブ(TEAC, MV-70)に静止画として保存した。原子間力顕微鏡
(Atomic Force Microscopy : AFM)観察の試料は、水に分散させたナノファイバーまたはマイ
クロファイバーを劈開雲母に滴下し、室温で乾燥させた。AFM 測定には、Nanoscope IIIA 
(Digital instrument)を使用し、共鳴振動数 333 kHz、バネ定数 42 N/mの微細加工シリコンカ
ンチレバー(NCH-10V, Veeco)により大気中においてタッピングモードで測定した。赤外スペ
クトル測定には、フーリエ変換赤外分光器(JASCO FT-620)を使用し、全反射測定システムと
して PIKE Technologies 製 MIRacle ダイアモンド 2 回反射 HATR(diamonnd dual-reflection 
horizontal ATR）を用いた。ローダミン標識 HEC の紫外可視吸収スペクトルは NanoDrop 
ND-1000 UV-Vis spectrophotometer (Nanodrop, USA)により測定した。濁度は、Hitachi FL-4500 
UV-Vis spectrometer を使用し 400 nm の吸光度により測定した。分析試料は、0.5% (w/v) 
PC32PCの水溶液に適当量の HECを加え 60 °Cに加熱後、光路長 0.5 cmの石英セルに入れ




















4%のポリアクリルアミドゲルに Gemini (n=16)/L-酒石酸または、Gemini (n=16)/D-酒石酸
を添加しポリアクリルアミドゲル電気泳動による DNAの分離を行った(Figure 5-2)。Gemini 
(n=16)の濃度を 0.4% (w/v)とし、90 min 80 V定電圧を印加し電気泳動を行ったところ、DNA
はゲルの中を泳動しなかった(Figure 5-2B)。最大 150 min電圧を印加したが、DNAは泳動さ
れなかった。Gemini (n=16)の濃度を 0.004%にすることで、65 min 70 V定電圧印加条件にお
いて DNAは泳動された。検出した DNAのバンドはテーリングし、分離は不十分であった
(Figure 5-2C, Figure 5-2D)。サンプルバッファーに含まれるブロモフェノールブルーの泳動距
離を基準に DNAの泳動距離を算出すると、Gemini (n=16)を添加したゲルでは添加していな
いゲルと比較し泳動距離が 1/2に減少した。分離に対するキラリティーの影響も観察されな
かった(Figure 5-2C、Figure 5-2D)。キャピラリーゲル電気泳動では、5% (w/v)ヒドロキシエ
チルセルロース(HEC)に 0.005% (w/v) Gemini (n=16)/L-酒石酸を添加した高分子溶液により
DNAを分離した。印加電圧 3,000 V (電場 100 V/cm)、60 min泳動を行ったが DNAのピーク
は観測されなかった(Figure 5-3)。印加電圧 6,000 V (電場 200 V/cm)にしてもピークは検出さ
れなかった。キャピラリラリーに DNAを導入後、ポンプによりゲルを排出すると、ゲルか
ら DNA を検出した。これより、DNA はキャピラリーに導入されるが、泳動されていない
ことがわかった。以上より、カチオン型の Gemini (n=16)を分離媒体とした電気泳動では、
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Figure 5-3 Gemini (n=16)添加したヒドロキシエチルセルロースによる 
キャピラリーゲル電気泳動 
分離媒体：5％ヒドロキシエチルセルロース(分子量 90,000)，0.005%Gemini(n=16)/L-酒石酸，泳
動液：泳動液 0.5ｘTBE緩衝液 pH 8.3，キャピラリー：ポリアクリルアミドコート，全長 30 cm，
有効長 20 cm，内径 75 μm，試料導入：3,000 V (30 sec)，電場：100 V/cm，検出：紫外部吸収(260 
nm)，試料溶液：TAKARA 20bp + 100bp DNA ladder． 
 




れない[11]。本実験では、電気泳動によるDNAの分離に汎用される 0.5 x TBE緩衝液 pH 8.3、
1.0 x TAE緩衝液 pH 8.3、1.0 x TE緩衝液 pH 8.0中でのゲル形成の検討を行ったところ、1.0 x 
TE緩衝液 pH 8.0中では、12Glu12Glu12は白色沈殿を形成した。0.5 x TBE緩衝液 pH 8.3お
よび 1.0 x TAE緩衝液 pH 8.3では、1.5% (w/v)以上でゲルを形成し、リン酸緩衝液ではゲル
を形成した 0.3% (w/v)では透明な粘性液体であった。 
















































Figure 5-4 12Glu12Glu12を分離媒体としたキャピラリーゲル電気泳動 
分離媒体：0.3％12Glu12Glu12，泳動液：0.5ｘTBE緩衝液 pH 8.3，キャピラリー：ポリアクリル
アミドコート，全長 30 cm，有効長 20 cm，内径 75 μm，試料導入：3,000 V (30 sec)，電場：100 V/cm，
検出：紫外部吸収(254 nm)，試料溶液：TAKARA 20 bp + 100 bp DNA ladder． 
 
5.3.3. ノニオン型ハイドロゲルによる DNA分離 
アルキル鎖の両端にアミド結合によりアルドピラノース結合させた双頭型両親媒性分子
Gal-12-Gal、Glc-12-Glcは 0.05 - 5.0%の濃度範囲においてエタノール、ブタノール、THF、
アセトニトリル、アセトン中でオルガノゲルを形成し、水溶液中では、約 0.1% (w/v)で透明
なハイドロゲルを形成する[12]。本実験において、緩衝液中におけるゲル形成の検討を行っ
たところ、0.4%Gal-10-Gal、Glc-10-Glcは 0.5 x TBE緩衝液中で不透明なゲルを与え、1.0 x 
xTAE緩衝液および 1.0 x TE緩衝液には不溶であった。0.4%Gal-12-Gal、Glc-12-Glcは 0.5 x 
TBE緩衝液、1.0 x TAE緩衝液および1.0 x TE緩衝液中で濁りのある柔らかいゲルを与えた。
4種類の双頭型両親媒性分子は水への溶解性は低いが、DMSO への溶解度が高いことから、
DMSOと 1.0 x TAE緩衝液または 0.5 x TBE緩衝液の混合溶媒中でのゲル化を試みた。する
と、沸点近くまで加熱して 0.4%Gal-10-Gal、Glc-10-Glc 、Gal-12-Gal、Glc-12-Glcを完全に
溶解し冷却すると 80 °C付近で透明なゲルが形成された。 
TAE 緩衝液にアガロースと双頭型両親媒性分子を加え加熱し、一度完全に溶解させてか
ら冷却することで 0.015 - 0.05％ハイドロゲル添加 1.5%アガロースゲルを作製し、そのゲル










なかった(Figure 5-5A, B, C)。 
1. BHQ2 labeled 14mer DNA (泳動マーカー)
2. DNA 20 bp Ladder
3. 100 bp Ladder
4. 200 bp Ladder
















Electrophoresis; 50V, 65 min
Buffer; 1xTAE buffer



































Glc-12-Glc;  n=12, R1=OH, R2=H
 
 







子はゾル-ゲル転移温度が 70 - 90 °Cであるため、キャピラリーに充填途中でゲル化が進行し、
キャピラリー内部で均一なゲルを作製するのは困難であった。そこで、1.0%HEC(分子量
1,300,000)に、DMSO に溶解した 4 種類の双頭型両親媒性分子をそれぞれ加え、0.3% (w/v) 
HECと 0.03% (w/v)双頭型両親媒性分子からなる粘性溶液を作製し、これを分離媒体として
DNAの分離を行った。 
DMSOの影響を調べるため、HECを DMSOと 0.5 x TBE緩衝液の 3 : 7混合溶媒に溶解し
た HEC溶液を分離媒体とし、パルスフィールドキャピラリーゲル電気泳動により 100 bp – 
15 kbpの DNAを分離した(Figure 5-6)。TBE緩衝液中では 30分以内にすべての DNAが泳動
されるのに対し、DMSOを添加すると DNA泳動時間が 55分と長くなり、分離度が上がっ
た。次に、DMSOと 0.5 x TBE緩衝液の 3 : 7混合溶媒に溶解した HECに 0.03%の両親媒性
分子を添加し DNAを分離した(Figure 5-7)。すると、分離度にほとんど変化はないが分離時
間が 5分短縮した。Figure 5-7には Gal-10-Gal、Glc-10-Glcの例を示したが、Gal-12-Galお


































































Figure 5-6 ヒドロキシエチルセルロースによる DNAの分離における DMSOの効果 
分離媒体：0.3％HEC，泳動液：0.5ｘTBE緩衝液 pH 8.3または 0.5xTBE緩衝液/DMSO (7:3 v/v)，
キャピラリー：ポリアクリルアミドコート，全長 13 cm，有効長 8 cm，内径 50 x 50 μm，試料導
入：1,300 V (5 sec)，パルスフィールド：50 V/cm average，検出：励起波長 540 nm，蛍光波長 575 
























































































Figure 5-7 0.03%双頭型両親媒性物質を添加したヒドロキシエチルセルロースによる 
キャピラリーゲル電気泳動 
分離媒体：0.3％HEC，0.03%Gal-12-Galまたは Glc-12-Glc，泳動液： 0.5xTBE緩衝液/DMSO (7:3 

































Figure 5-8 PC32PCを分離媒体としたキャピラリーゲル電気泳動による DNA分離 
分離媒体：1.0 – 10％PC32PC，泳動液：1ｘTAE緩衝液 pH 8.3，200 ng/mLエチジウムブロミド，
キャピラリー：ポリアクリルアミドコート，全長 30 cm，有効長 20 cm，内径 75 μm，試料導入：
3,000 V (30 sec)，電場：100 V/cm，検出：励起波長 488 nm，蛍光波長 612 nm，試料溶液：BIORAD 
20 bp + 100 bp DNA ladder． 
 
PC32PCのみでは分離が不十分であったので、PC32PC に DNAの分離に汎用されている
HECを混合し DNAの分離を行った。加熱した PC32PC水溶液を 1.0 x TE緩衝液に溶かし
た HEC(分子量 1,300,000)と混合し、室温に戻すと不透明なゾルを形成した。このゾルをキ
ャピラリーに充填しDNAの分離を行った(Figure 5-9)。0.5% (w/v) HECに 0.1% (w/v) PC32PC
を添加すると、20 bp – 300 bpの DNAのピークがブロードになり分離度が低下した。PC32PC




は、20 - 1,000 bpの DNAを 100 bp違いでのみ分離できた。この結果より PC32PCを添加す
ると HECが形成する細孔サイズが大きくなっており、細孔サイズの変化は PC32PCの濃度
に依存していると考えられる。 























































































































































































































Figure 5-9 PC32PCを添加したヒドロキシエチルセルロースを 
分離媒体としたキャピラリーゲル電気泳動 
分離媒体：0.5%HEC(分子量 1,300,000)，0.1 – 1.0％PC32PC，泳動液：1ｘTE緩衝液 pH 8.3，200 
ng/mLエチジウムブロミド，キャピラリー：ポリアクリルアミドコート，全長 30 cm，有効長 20 
cm，内径 75 μm，試料導入：3,000 V (30 sec)，電場：100 V/cm，検出：励起波長 488 nm，蛍光波





ルが形成され、PC32PC はゾル-ゲル転移を起こした。Blume らによると、PC32PC の自己
集合化により形成するファイバーは幅 6 - 7 nmであり、PC32PCは透明なゲルである[15, 16]。
そこで、形成されたゾルの組成、構造形態、形成機構を明らかにし、キャピラリー電気泳
動による DNAの分離への影響を考察した。 














により形成されるマイクロファイバーは厚み 4.2 nm であった(Figure 5-12A)。この値は、
Blumeらにより報告された分子長 5.0 nmの PC32PC一層から形成される PC32PC分子ファ
イバーの厚み 4.5 nmによく一致した(Figure 5-12B)。これより、形成されるマイクロファイ
バーは PC32PC一層から構成された凝集体であることを確認した。以上より、HEC溶液に



















Figure 5-10 PC32PCと HEC混合物の位相差顕微鏡像 





Excitation：360-370 nm  
Figure 5-11 1,8-ANS染色 PC32PC/HECマイクロファイバーの蛍光像 










































PC32PC のマイクロファイバーの形成メカニズムには、枯渇凝集による PC32PC の組織
化と HECと PC32PCの二成分系自己集合が考えられる(Figure 5-13)。前者では、HECはマ
イクロファイバー構造から排除されバルクの溶液中に存在し、後者では HECは PC32PCと
共にマイクロファイバーを構成しバルクの溶液中の HEC濃度が低下する。そこで、PC32PC
の凝集メカニズムを調べるため、ローダミン標識した HEC に PC32PC を添加し、
PC32PC/Rdm-HECマイクロファイバーを形成した。遠心分離により凝集体と上澄みに分離
し、上澄みの吸収スペクトルを測定した。上澄みの吸光度は PC32PC を添加する前の吸光





の効果を調べた。0.5%PC32PCに添加する HECの濃度を変化させたときの 400 nmの吸光
度の変化より、マイクロファイバーの形成される HECの濃度を算出した(Figure 5-15)。分子
量 90,000の HECを添加したところ、HEC濃度 0.7%以上で吸光度が変化し、0.7 – 0.8%でマ










































































Figure 5-14 PC32PC/Rdm-HEC凝集後の上澄み中の Rdm-HEC濃度変化 
溶媒：0.5 x TBE緩衝液 pH 8.3． 























Figure5-15 PC32PC凝集作用への HECの濃度と分子量効果 
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キャピラリー電気泳動法は、1. 分離の再現性が高い、2. 分離能が高い、3. 信頼性の高い









泳動の応用範囲を広げるには、1000 bp 以上の長い DNA や細胞小器官といった数百 nm 以上
の物質の分離に適応した分離方法の確立が必要であり、以下に示す要素技術の開発が必要
不可欠と考える。 









希土類蛍光錯体 Eu3+-p-DTBTA を用いた時間分解キャピラリー電気泳動(2 章) 
希土類蛍光錯体を標識剤とした時間分解キャピラリー電気泳動法により、血清中におい
てタンパク質、DNA の分離検出に成功した。時間分解キャピラリー電気泳動法における蛍
光標識剤として、希土類蛍光錯体 Eu3+-p-DTBTA 合成した。合成した Eu3+-p-DTBTA の蛍光
寿命は、ライゼートや血清の蛍光寿命 3.8、5.0 nsec より 105倍長く、1.2 msec であった。こ
れより、遅延時間 100 μsec で時間分解キャピラリー電気泳動を行うことで、血清やライゼ





8 種類のタンパク質を Eu3+-p-DTBTA で標識しこれらを仔牛胎児血清中でドデシル硫酸ナ
トリウム(SDS)-時間分解キャピラリーゲル電気泳動分析を行ったところ、遅延時間 100 μsec
で血清からのバックグラウンド蛍光の影響を受けることなく分離、検出に成功した。さら
に、Eu3+-p-DTBTA により DNA の直接標識に成功し、Eu3+-p-DTBTA を末端に標識した 63
塩基の一本鎖 DNA により血清中でのハイブリダイゼーションアッセイを行い、c-Ha-ras 遺









ピライリーディネイチャリングゲル電気泳動では、1,000 nt 以上の長い RNA の分離が特に
優れており、尿素と熱による変性を行い分離した結果と比較して、分画範囲が広がった。
理論段数も従来法より高く、分離度も優れていた。 
さらに RNA と DNA では検出可能な pH に違いがあることを発見し、泳動液の pH を調整
することで、DNA と RNA の混合試料から RNA を選択的に検出することに成功した。本研
究により、RNA を変性剤により前処理する操作を省略することができ、細胞や組織から抽










希薄溶液におけるタンパク質の分離では、分子量 720,000 の HEC において一部のタンパ
ク質を除き分離できるのに対し、分子量の小さい HEC では分離が不十分であったことから、
分子量の大きい鎖長の長い高分子が適していることが明らかとなった。一方、準希薄溶液
では、平均細孔サイズが 10 - 20nm のときにもっとも分離に優れ 6 種類すべてのタンパク質






















より DNA を分離すると DNA の移動度は大きくなり、DNA の分離能も変化した。ベタイン
型両親媒性物質 PC32PC と HEC を混合し得られるマイクロファイバーの組成、構成形態、































All chemical regents were used without further purification. 1H NMR spectra were recorded on 
JEOL JNM-AL300 (300 MHz) and JEOL 400 FT NMR (400 MHz) SYSTEM instruments. 1H NMR 
chemical sifts were referenced to the resonances of tetramethylsilane. Coupling constants were 
reported in hertz (Hz). Fast atom bombardment mass spectra (FAB-MS) were obtained with a SX-
102A spectrometer (JEOL). Electrospray ionization mass spectra (ESI-MS) were recorded on a 
Finnigan LCQ-DECA spectrometer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). 
 
Synthesis of 4′-nitro-4-phenylbenzaldehyde (1) 
  
Sulfuric acid (500 mL) containing 4-phenylbenzaldehyde (25.3 g, 139 mmol) and KNO3 (16.8 g, 166 
mmol) was stirred for 30 min at 0°C, then for 3.5 h at room temperature. The solution was then 
added to ice. The precipitate was filtered, washed with water, then dissolved in chloroform and the 
chloroform solution was extracted with water. The organic phase was dried over anhydrous Na2SO4, 
and the solvent was evaporated. The residue was washed with cold methanol and dried in vacuo to 
give 1 (15.9 g, 50.1%); δH (400 Hz, CDCl3, Me4Si) 7.80 (4H, d, J 8.8), 8.02 (2H, d, J 8.0), 8.35 (2H, 
d, J 8.8) and 10.10 (1H, s). 
 
Synthesis of (E)-3-(4′-nitrobiphenyl-4-yl)-1-(pyridine-2-yl)propenone (2) 
 
A solution of potassium hydroxide (4.16 g, 74.1 mmol), methanol (180 mL), and water (30 mL) was 
prepared in an ice bath. Compound 1 (16.8 g, 74.1 mmol) and 2-acetylpyridine (8.98 g, 74.1 mmol) 
were added to the solution. The mixture was stirred for 3 h at 0°C, then for 3 h at room temperature. 
The precipitate was filtered and washed with methanol–H2O 50:50 (v/v). The residue was 
recrystallized from 200 mL methanol to afford 2 (21.3 g. 86.9%); LRFAB-MS: m/z = 331.15 ([M + 
H]+); δH (400 MHz, CDCl3, Me4Si) 4.44 (1H, s), 5.37 (1H, s), 7.52–7.55 (1H, m), 7.58–7.64 (4H, m), 
7.74 (2H, d, J 9.2), 7.90 (1H, t, J 7.7), 8.10 (1H, d, J 7.6), 8.30 (2H, d, J 9.2) and 8.70 (1H, d, J 4.4). 
 





A mixture of pyridine (250 mL), 2-acetylpyridine (36.3 g, 300 mmol), and iodine (74.1 g, 300 
mmol) was heated under reflux for 17 h. The precipitate was filtered and dried in vacuo to give 3. 
 
Synthesis of 4′-(4′-nitro-biphenyl-4-yl)-2,2′;6′,2′′-terpyridine (4) 
 
A mixture of compound 2 (21.3 g, 64.4 mmol), compound 3 (21.0 g, 64.4 mmol), and ammonium 
acetate (24.8 g, 322 mmol) in anhydrous methanol (540 mL) was heated under reflux for 26 h then 
cooled to room temperature. (Ammonium acetate was dried in vacuo before use.) The precipitate 
was filtered and washed with cold methanol. The residue was recrystallized from 2.5 L acetonitrile 
to afford 4 (11.4 g, 41.1%); LRFAB-MS: m/z = 431.20 ([M + H]+); δH (400 MHz, CDCl3, Me4Si) 
7.38 (2H, t, J 6.2), 7.81 (4H, m), 7.90 (2H, t, J 7.2), 8.06 (2H, d, J 8.4), 8.35 (2H, d, J 8.8), 8.70 (2H, 
d, J 8.0), 8.75 (2H, d, J 4.4), and 8.80 (2H, s). 
 
Synthesis of 4′-(4′-nitro-biphenyl-4-yl)-2,2′;6′,2′′-terpyridine-1,1′′-dioxide (5) 
 
3-Chloroperoxybenzoic acid (10.2 g, 59.2 mmol) was dissolved in 500 mL dichloromethane 
containing compound 4 (4.38 g, 10.2 mmol). The mixture was stirred for 24 h at room temperature. 
The solution then was extracted three times with 10% Na2CO3 (500 mL), the organic phase was 
dried over anhydrous Na2SO4, and the solvent was evaporated. The residue was washed with 
acetonitrile and dried in vacuo to give 5 (4.39 g, 93.0%); δH (400 MHz, DMSO-d6, Me4Si) 7.34 (2H, 
t, J 6.8), 7.43 (2H, t, J 7.8), 7.76 (2H, d, J 8.4), 7.81 (2H, d, J 8.4), 7.98 (2H, d, J 8.0), 8.27 (2H, d, J 
8.0), 8.33 (2H, d, J 8.8), 8.38 (2H, d, J 6.8), and 9.32 (2H, s). 
 
Synthesis of 4′-(4′-nitrobiphenyl-4-yl)-2,2′;6′,2′′-terpyridine-6,6′′-dicarbonitrile (6) 
 
Trimethylsilyl cyanide (9.29 g, 93.6 mmol) was added to 350 mL dichloromethane containing 
compound 5 (4.33 g, 9.36 mmol). After stirring for 20 min, benzoyl chloride (5.26 g, 37.4 mmol) 
was added dropwise to the solution over 20 min. After stirring for 24 h at room temperature, the 
solution was evaporated to half the volume. Then 400 mL 10% K2CO3 was added to the solution and 
the mixture was stirred for 1 h at room temperature. The precipitate was filtered, washed with water 
and cold dichloromethane, and dried in vacuo to give 6 (2.60 g, 57.8%); δH (300 MHz, DMSO-d6, 




diyl] bis(methylenenitrilo) tetrakis(acetate) (7) 
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A mixture of compound 6 (3.35 g, 6.91 mmol), anhydrous tetrahydrofuran (THF) (60 mL), and 
BH3.THF (100 mL) was stirred for 19 h at room temperature. Excess BH3 was then destroyed by 
addition of methanol. The mixture was evaporated, and the residue was dissolved in 80 mL of a cold 
methanolic solution of hydrochloric acid. After stirring of the mixture for 1 h at room temperature 
the precipitate was filtered and dried in vacuo to give the intermediate product. The yield was 2.44 g. 
A mixture of the intermediate product (2.44 g), bromoacetate tert-butyl ester (5.2 mL), 
diisopropylethylamine (DIPEA) (18 mL), and dry acetonitrile (73 mL) was heated under reflux for 
23 h. After removal of the solvent, CHCl3 was added to the residue. The solution was extracted with 
H2O (3 × 180 mL), and the organic phase was dried over anhydrous Na2SO4. The solvent was 
evaporated and the crude product was purified by column chromatography on silica gel with CHCl3–
methanol 98:2 (v/v) then CHCl3 as mobile phase to give 7 (1.14 g, 27.8%); δH (300 MHz, DMSO-d6, 
Me4Si) 1.46 (36H, s), 3.56 (8H, s), 4.19 (4H, s), 7.71 (2H, d, J 7.8), 7.77 (6H, m), 8.03 (2H, d, J 8.4), 
8.36 (2H, d, J 8.4), 8.56 (2H, d, J 8.1), and 8.79 (2H, s). 
 
Synthesis of tetra(tert-butyl)-2,2′,2′′,2′′′-[4′-(4′-aminobiphenyl-4-yl)-2,2′;6′,2′′-terpyridine-
6,6′′-diyl] bis(methylenenitrilo) tetrakis(acetate) (8) 
 
A mixture of compound 7 (838 mg, 887 μmol) and ethanol (55 mL) was heated to 70°C. SnCl2.2H2O 
(1.24 g, 5.5 mmol) was added to the solution, and the mixture was stirred at 70°C for 1 h. After 
cooling to room temperature the mixture was poured into an ice-cold mixture of diethylenetriamine 
pentaacetic acid (6.9 g, 17.6 mmol) and H2O (110 mL). The mixture was neutralized with saturated 
NaHCO3 solution and then extracted three times with CHCl3 (100 mL). The organic phase was dried 
with Na2SO4 and evaporated to give 8 (512 mg, 63.0%); δH (400 MHz, CDCl3, Me4Si) 1.46 (36H, s), 
3.56 (8H, s), 4.18 (4H, s), 6.80 (2H, d, J 7.6), 7.51 (2H, d, J 8.8), 7.70 (6H, m), 7.86 (4H, m), 8.54 
(2H, d, J 7.6), and 8.77 (2H, s). 
 
Synthesis of 2,2′,2′′,2′′′-[4′-(4′-aminobiphenyl-4-yl)-2,2′;6′,2′′-terpyridine-6,6′′-diyl] 
bis(methylenenitrilo) tetrakis(acetic acid) (9) 
 
A mixture of compound 8 (94.7 mg, 103 μmol) and trifluoroacetic acid (10 mL) was stirred for 1.5 h 
at room temperature. The solution was then evaporated. The residue was washed with diethyl ether 
and dried in vacuo to give 9 (74.4 mg, 78.6%); δH (400 MHz, DMSO-d6, Me4Si) 3.75 (8H, s), 4.23 
(4H, s), 6.84 (2H, d, J 6.0), 7.57 (2H, d, J 7.6), 7.67 (2H, d, J 7.6), 7.81 (2H, d, J 7.2), 8.01 (2H, d, J 








Compound 9 (39.9 mg, 49.6 μmol) was added to water (2 mL) and the pH of the solution was 
adjusted to 6.5 with 1 M NaOH. EuCl3.6H2O (20.0 mg, 54.5 μmol) in H2O (300 μL) was then added 
to the solution, and the pH was again adjusted to 6.5 with 1 M NaOH. After stirring of the solution 
for 1.5 h at room temperature, the pH was adjusted to 8.5 with 1 M NaOH. After decantation of the 
solution, the supernatant liquid was mixed with 30 mL acetone to precipitate the yellow product. The 
yellow precipitate was isolated by centrifugation, washed with acetone, and dried in vacuo to give 10 






Compound 10 (5.3 mg, 6.15 μmol) was dissolved in 1 M triethylamine acetate acid buffer at pH 4.9 
(1.5 mL) then 2,4,6-dichloro-1,3,5-triazine (10.2 mg, 55.3 μmol) and acetone (500 μL) were added. 
After stirring for 30 min at room temperature, the mixture was added to acetone to precipitate the 
yellow product. The yellow precipitate was filtered, washed with acetone, and dried in vacuo to give 
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